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Uber die Thermostabilitét des pflanzlichen Amylasezymogens. 


Von 
J. Bodnar und Iréne Villanyi. 


(Aus det kgl. ung. pflanzenbiochemischen Institut in Budapest, aus dem 
medizinisch-chemischen Institut der Universitat in Debrecen und aus dem 
chemischen Institut der Universitaét in Szeged').) 


(Eingegangen am 4. Dezember 1925.) 


Wir haben uns mit der Untersuchung des Amylasegehaltes ver- 
schiedener Getreidesamen beschaftigt, um zu erfahren, ob zwischen 
dem Amylasegehalt und der Keimfihigkeit der Samen ein’ solcher 
Zusammenhang vorhanden ist*), dajB man aus dem Amylasegehalt 
auf die Keimfahigkeit der Samen schlieBen kénne. Eine Wahrnehmung 
bei der Inangriffnahme unserer Untersuchungen lenkte uns vorlaufig 
von unserem Ziele ab und fiihrte uns zur Erkennung der Thermo- 
stabilitat des pflanzlichen Amylasezymogens. 

Wir begannen unsere Untersuchungen mit Weizen, und zur Be- 
stimmung der Amylase wurde der gemahlene Weizen mit Starkelésuny 
vermischt, nach Zufiigung von Toluol in den Thermostaten gestellt, und 
der entstandene reduzierende Zucker in gewissen Zeitintervallen be- 
stimmt. Es ist bei den enzymatischen Untersuchungen die Einstellung 
einer sogenannten Kontrollprobe stets notwendig; dies geschieht der- 
artig, daB die enzymenthaltende Lésung oder das Material zur Ver- 
nichtung des Enzyms durch Hitze inaktiviert wird. Zur Inaktivierung 
wurde das Weizenmehl mit Wasser vermischt, ini einer Porzellanschale 
auf kochendem Wasserbad eine Stunde lang erhitzt, der nach der 
Verdampfung des Wassers erhaltene noch feuchte Brei auf eine Glas- 
platte aufgeschmiert, im Wasserdampfschrank ganzlich getrocknet 
und nachher pulverisiert. Das auf diese Weise inaktivierte Mehl hatte 


1) Die in dieser Mitteilung publizierten Untersuchungen wurden vom 
Oktober 1922 bis August 1923 durchgefiihrt. 
2) A. Némec et F. Duchoh, Annal. de la Science Agronomique francaise 
et etrangére 38, 320, 1921; 121, 1923; C. R. 174, 632, 1922. 
Biochemische Zeitschrift Band 169. l 
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eine deutliche amylolytische Wirkung, zersetzte die Starke unte: 


Bildung einer erheblichen Menge reduzierenden Zuckers. 

Indem wir daran dachten, daB bei der Temperatur der Inakti- 
vierung und der Austrocknung (unter 100°) die Amylase des Weizen- 
mehls nicht ginzlich inaktiviert wurde, fiihrten wir die Inaktivieruny 
so durch, daB das mit Wasser vermischte Mehl in einem Porzellan 
becherglas eine Stunde lang bei 100° im CaCl,-Wasserbad gekocht 
wurde, und vollfiihrten den Versuch im iibrigen auf die schon beschrie- 
bene Weise. Das gewonnene inaktivierte Mehl wirkte ebenfalls zer- 
setzend auf die Starke ein. Mit diesem bei 100° in Gegenwart von 
Wasser inaktivierten Mehle wurden die folgenden Versuche dureh- 
gefiihrt. 

I. Versuchsreihe. 

Es wurden je 2 g natives und inaktives Mehl mit je 100 ccm 1 proz. 
Kahlbaumscher léslicher Starkelésung vermischt, die erste Probe sofort 
abfiltriert (Ostiindiger Versuch) und die tibrigen mit je 3cem Toluol 
im Thermostaten bei 37° aufbewahrt. Nach Ablauf der Versuchszeit 
wurde filtriert und in 20ccm des Filtrats der reduzierende Zucker 
nach Bertrand bestimmt und als Glucose berechnet. Die angegebenen 
Glucosemengen beziehen sich auf 100ccm Lésung und sind Mittel- 
werte von untereinander gut itibereinstimmenden  parallelen  Be- 


stimmungen. 
Tabelle I. 





KMn0O,°) Glucose 
Versuchszeit . : 
Natives Mehl  Inaktiviertes Mehl | Natives Mech! Inaktiviertes Mehl 


Stunden ecm 2c ming mg 


0 13.5 0 195.0 55.0 
24 215 7,3 322,5 102.5 
48 27,8 J 430,0 120.0 


*) leem KMnO, entspricht 5,6 mg Cu. 


Diese I. Versuchsreihe wurde mehrmals mit verschiedenen in- 
aktivierten Weizenmehlen mit ahnlichen Ergebnissen wiederholt. 
Das native Mehl (2 g) enthielt urspriinglich keinen bestimmbaren Zucker, 
der in dem Ostiindigen Versuch angegebene Zucker entstand, wahren«d 
das native Mehl mit der Starkelésung vermischt und abfiltriert wurde. 
Der in dem Ostiindigen Versuch bei dem inaktivierten Weizenmeh| 
gewonnene Zucker ist — im Gegensatz zum nativen Mehle — nicht 
auf Amylasewirkung zuriickzufiihren, denn das inaktivierte Mehl 
enthalt auch urspriinglich Zucker, welcher waihrend der Inaktivierung 
entsteht. Wenn das in der I. Versuchsreihe gebrauchte inaktivierte 
Weizenmehl mit Wasser extrahiert wurde, fanden wir in dem wasserigen 
Extrakt ebenfalls 55mg Zucker, es entstand also auf Wirkung des 
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maktivierten Mehles nach 48 Stunden nicht 120 mg, sondern 120 — 55 
= 65 mg Zucker. Daraus konnten wir daher folgern, daB das inaktivierte 
Weizenmehl urspriinglich keine aktive Amylase, sondern eine solche 
Substanz — Amylasezymogen — enthilt, aus welcher die aktive Amylase 
wihrend des Stehens mit Stirkelésung frei gemacht wird. 

Falls wir das native Weizenmehl der Autolyse unterwarfen, zer- 
setzte die Amylase des Mehles — wie aus den Daten der I. Versuchs- 
reihe ersichtlich ist — die Starke des Mehles und auch das inaktivierte 
Mehl wirkte ahnlich. 

Il. Versuchsreihe. 

Diese Versuchsreihe unterscheidet sich dadurch von der I. Versuchs- 
reihe, daB statt 100cem Starkelésung 100cem Wasser genommen 
wurden. 

Tabelle 11. 
K MnO,°*) Glucose 
Natives Mehl | Inaktiviertes Mehl Natives Mehl Inaktiviertes Mebl 
Stunden com com my mg 

0 0 : 0 37,5 

24 1,7 25,0 70,0 

48 42 ‘6 BIS 77,5 
*) leem K MnO, entspricht 5,6mg Cu. 





Versuchszeit 


Nach diesen Daten entstanden bei 2 g autolysiertem nativen Mehl 
57,5mg Zucker, bei 2g inaktiviertem Mehl 77,5 — 37,5 = 40mg 
Zucker. 

Der wiisserige Extrakt des nativen Weizenmehls gab mit Jod- 
lssung keine Firbung, der wisserige Extrakt des inaktivierten Mehles 
firbte sich dagegen blau; demnach enthielt das inaktivierte Mehl 
wasserlésliche Starke. Es sollte aus dem inaktivierten Mehle wahrend 
des Extrahierens die aktive Amylase in Lésung tibergehen, denn der 
im Thermostaten erhaltene Extrakt ergab nach Ablauf einer gewissen 
Zeit mit Jodlésung rote, sodann gelbe Firbung, und es erhéhte sich 
auch seine reduzierende Fiahigkeit, wie dies die Daten der III. Versuchs- 
reihe beweisen. Als wir den Extrakt vorerst aufkochten, bemerkten 
wir kein Verschwinden der Starkereaktion und keine Erhéhung der 
reduzierenden Fiahigkeit; es wurde demnach beim Kochen die aus 
dem Amylasezymogen entstehende aktive Amylase vernichtet. 


Ill. Versuchsreihe. 

Es wurden 4g inaktiviertes Weizenmehl mit 200ccm _ toluol- 
haltigen Wassers vermischt und nach 24stiindigem Stehen abfiltriert. 
Das Filtrat wurde in zwei gleiche Teile geteilt, der eine aufgekocht 
und der urspriingliche reduzierende Zucker bestimmt; dann nach Zu- 
fiigung von je 3 ccm Toluol in den Thermostaten (37°) gestellt, und mit 

l * 
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in gewissen Zeitintervallen entnommenen Proben die Starkereaktion 
und die Zuckerbestimmung durchgefihrt. 


Tabelle I11. 
I = ungekochter Extrakt, II = gekochter Extrakt. 





Starkereaktion K MnO,*) Glucose 


Versuchszeit ——— 


Stunden : s 


0 blau blau 
24 m 
48 violett 
96 rotviolett 
120 rot 
144 e 
168 gelb > 


*) lcom K MnO, entspricht 6 mg Cu. 

Nach den Daten der IV. Versuchsreihe verliert der vorerst auf 
80° erwirmte Extrakt des nativen Weizenmehls die starkezersetzende 
Eigenschaft, ahnlich verhalt sich der Extrakt des inaktivierten Weizen- 
mehls. 

IV. Versuchsreihe. 

Es wurden 24 Stunden hindurch 6g natives Weizenmeh! mit 
240 cem toluolhaltigen Wassers extrahiert, das Filtrat in zwei gleiche 
Teile geteilt und der eine aufgekocht. Zu 80 ccm (= 2g Mehl) jeden 
Teiles wurden 100 cem I proz. Starkelésung und 3 ccm Toluol gegeben, 
in den Thermostaten gestellt und in nach gewisser Zeit entnommenen 
Proben von 20 ccm der Zucker bestimmt. Eine ahnliche Reihe wurde 
auch mit inaktiviertem Mehle eingestellt. Die angegebenen Zucker- 
mengen sind auf 80 ccm urspriinglichen Extrakts berechnet. 


‘ Tabelle 1V. 
I = ungekochter Extrakt, II = gekochter Extrakt. 





K MnO, *) Glucose 
I Il I 


| 


Stunden ecm com mg 





Versuchszeit ——— 


Nativer Weizenmehlextrakt. 

0 29 1,0 67,5 
24 10,7 0.9 274.5 
48 19,3 1,0 513.0 

120 20,0 1,0 ! 535,5 
Inaktiver Weizenmehlextrakt. 

0 3,1 68,0 
24 3,1 94,5 
48 3,0 126,0 

120 —- «| 3,0 162,0 


*) lecm K MnO, entspricht 5,6 mg Cu. 
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In der V. Versuchsreihe wurde die Wirkung der nativen und in- 
aktivierten Weizenmehle derartig untersucht, daB neben der Starke- 
reaktion mit der Fehlingschen Lésung auf reduzierenden Zucker, und 
mit dem Barfoéd-Reagens auf Glucose gepriift wurde. Sowohl bei 
der Einwirkung des nativen wie des inaktivierten Weizenmehls auf 
Starke gelang es, die Glucose nachzuweisen; so ist im bei 100° in- 
aktivierten Mehle auch Maltose (in Form von Zymogen) vorhanden. 


V. Versuchsreihe. 


Es wurden 2g natives und 2g inaktiviertes Weizenmehl mit je 
100 cem 0,5proz. Stairkelésung vermischt, nach Zufiigung von je 3 cem 
Toluol in den Thermostaten von 37° gestellt, und die Reaktionen mit 
in gewissen Zeitintervallen entnommenen Proben von 3 bis 4 ccm 
durchgefiihrt. 
Tabelle V. 
+ schwach positiv, +--+ positiv, +++ stark positiv. 





- Reaktio it R o 
Versuchs- Stérkereaktion Fehling ~~ Léoung mit A... Sal 
_ Natives Inaktiviertes Natives Inaktiviertes Natives Inaktiviertes 
Stunden Mehl Mehl Mehl Mehl Mehl Meb! 
{ 
0 blau blau +++ : negativ negativ 

24 violet t = ++ s 

48 rotviolett - 4 . } 4 

72 rot blaulich- 

violett 
120 gelb violett 
168 - - 


\Die Daten der VI. Versuchsreihe beweisen, das auch das mit Wasser 
ausgelaugte, also zuckerfreie inaktivierte Weizenmehl die Starke 
zersetzte. 

VI. Versuchsreihe. 

Es wurde diese Versuchsreihe mit dem extrahierten inaktivierten 

Mehle, der ersten Versuchsreihe ahnlich, eingestellt. 


Tabelle VI. 





Versuchszeit K MnO, °) Glucose 
Stunden com mg 


0 0 0 
24 2.3 30 
48 47 65 

*) leem KMnO, entspricht 56mg Cu. 


Als wir in einer Flasche mehrere Monate hindurch aufbewahrtes 
Weizenmeh! inaktivierten, wirkte das gewonnene inaktivierte Mehl 
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nicht zersetzend auf die Starke ein. Dieses Mehl stammte aus de; 
Oberflache des in der Flasche aufbewahrten Mehles; das aus den unterey 
Schichten genommene Mehl gab ein solches inaktiviertes Mehl, welches 
schwach, aber bestimmt auf die Starke wirkte. Auf Grund dieser 
Erfahrungen schien der Gedanke naheliegend, daB in erster Reihe das 
frisch gemahlene Mehl die Eigenschaft besitzt, bei 100° in Gegenwart 
von Wasser inaktiviert, nicht seine stirkeverzuckernde Eigenschaft 
zu verlieren. Zum Beweis dieser Vermutung wurde aus dem Weizen- 
muster, von dem das aufbewahrte Mehl stammte, frisch gemahlenes 
Mehl bereitet, und davon ein solches inaktiviertes Mehl erhalten, welches 
die Stirke energisch zersetzte. Aus alledem kann man folgern, dai 
das Weizenmehl in Beriihrung mit der Luft jene Eigenschaft verlor, 
in inaktivierendem Zustande auf die Starke einzuwirken. Die dies- 
beziiglichen Versuchsdaten enthalt die VII. Versuchsreihe (a = aus 
der Oberfliche des abgestandenen Weizenmehles, b = aus der Mitte 
desselben Mehles, c = aus demselben Weizen gewonnenes, aber aus 
frisch gemahlenem Mehle stammendes inaktiviertes Weizenmehl). 


VII. Versuchsreihe. 


Die Einstellung der Versuchsreihe geschah ahnlich der I. Versuchsreihe. 
Die Daten sind Mittelwerte von untereinander gut iibereinstimmenden 
parallelen Bestimmungen. 


* Tabelle VII. 





" = mer 
Versuchs- : K MnO, *) : aE Glucose 
zeit : ’ - 


Stunden . ¥ mg mg 
0 3.8 45 J 60,0 72,5 
24 3,6 5.6 19.0 57,5 90.0 
48 3,7 63 21,0 60,0 102.5 


*) lcom K MnO, entspricht 6,5 mg Cu. 
Nach den Daten der VIII. Versuchsreihe verhalten sich die aus 


frisch gemahlenem Roggen und Gerste bereiteten inaktivierten Mehle 
ahnlich dem inaktivierten Weizenmehl. 


VIII. Versuchsreihe. 


Die Bereitung und die Untersuchung der Wirkung des inaktivierten 
Roggen- und Gerstenmehls geschah nach den beim Weizenmehl 
beschriebenen Methoden. 
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Tabelle VIII. 





K MnO,*) Glucose 
Versuchszeit . 
Natives Mehl Inaktiviertes Mehl Natives Mehl Inaktiviertes Meh! 


Stunden ccm ccm mg mg 
Roggenmehl. 

3.6 270 57,5 

75 122.5 

48 9.2 152,5 
Gerstenmehl. 

0 15,7 29 ‘ 45,0 

24 21,4 7,0 : 115,0 

48 245 9.0 3 147.5 


*) 1 ccem entspricht 6,5 mg Cu. 


Der wiisserige Extrakt des inaktivierten Roggenmehls firbte 
sich mit Jodlésung rot, der des inaktivierten Gerstenmehls blau. Der 
wisserige Extrakt des Gerstenmehls mit Toluol im Thermostaten 
aufbewahrt, gab, wie es aus der 1X. Versuchsreihe ersichtlich ist, nach 
Ablauf einer gewissen Zeit mit Jodlésung eine rote Farbung. 


| 
} 


IX. Versuchsreihe. 
Die Einstellung dieser Versuchsreihe geschah auf die in der IIT. Ver- 
suchsreihe beschriebene Weise. 


Tabelle 1X. 
I = ungekochter Gerstenextrakt, II = gekochter Gerstenextrakt. 





Starkereaktion 


Starkereaktion 


Versuchszeit Versuchszeit 


Stunden I Stunden I ll 


0 blau 96 blau 
24 F 120 re 
48 violett ™ 168 - 





Nach den Daten der Versuchsreihen I bis LX verlieren die Weizen-, 
Roggen- und Gerstenmehle, in Gegenwart von Wasser langere Zeit 
auf 100° erwirmt, ihre starkeverzuckernde Eigenschaft nicht. Dem 
entgegen verlieren die aus Mehlen berciteten waisserigen Extrakte, 
schon auf 80° erwirmt, ginzlich ihre amylolytische Wirkung. Die 
Amylase ist demnach in den Samen in zweierlei Formen vorhanden, 
und zwar als wasserlésliche thermolabile Amylase und als wasser- 
unlésliches thermostabiles Amylasezymogen; aus diesem Zymogen 
entsteht die wasserlisliche und hitzeunbestandige Amylase. Trotzdem 
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die pflanzliche Amylase zu den besser bekannten und sehr viel studierten 
Enzymen gehért, ist in der Literatur itiber die Thermostabilitat des 
pflanzlichen Amylasezymogens keine Mitteilung zu finden. Das ist 
auch leicht begreiflich, nachdem zum Studium der Eigenschaften der 
pflanzlichen Amylase der aus den pflanzlichen Objekten, so in erster 
Reihe aus Gerste (Malz) bereitete wisserige Extrakt gebraucht 
wurde; dieser Extrakt enthalt aber nur die thermolabile Amylase, 
da das thermostabile Amylasezymogen wasserunléslich und dadurch 
nicht extrahierbar ist, und daher in der mit Wasser extrahierten Sub- 
stanz zuritickbleibt. 


Zuletzt fiihrten Palladin und Popoff') mit verschiedenen Blattern 
(Roggen, Ricinus, Akazie, Riiben) solche Untersuchungen durch, aus 
denen man folgern kann, daB in den Blattern nur ein geringer Teil 
der Amylase in freier wasserléslicher Form vorhanden ist, der andere 
gréBere Teil zum Protoplasma gebunden ist und aus dieser gebundenen 
Amylase die wasserlésliche aktive Amylase frei gemacht wird. Genannte 
haben die zerriebenen Blatter mit chloroformhaltigem Wasser einige 
Tage autolysiert, filtriert, die zuriickgebliebene Substanz ausgepreBt, 
mit Wasser gut ausgewaschen und wieder ausgepreBt. Trotzdem, 
daB die wasserlésliche Amylase aus den Bliattern ginzlich entfernt 
wurde, zeigte die ausgewaschene Blattersubstanz eine groBe amylo- 
lytische Wirkung. Nachdem die gekochten Blatter die Starke nicht 
zersetzten, wurde die an das Protoplasma gebundene Amylase durch 
Hitze vernichtet. Demgegeniiber beweisen unsere spiter bekannt- 
zumachenden Versuche, daf nicht nur die Samen, sondern auch die 
grinen Blatter thermostabiles Amylasezymogen enthalten. 

Wenn das Weizenmehl simtliche Amylase in wasserléslicher Form 
enthalten wiirde, kiénnte das mit Wasser extrahierte Mehl auf die 
Starke nicht einwirken. Als wir die Wirkung des mit Wasser mehrmals 
extrahierten Mehles auf die Starke untersuchten, erfuhren wir, dab 
es anfangs kaum eine Wirkung auf die Starke ausiibt, spiter zersetzte 
es jedoch die Starke ebenso energisch wie das mit Wasser nicht extra- 
hierte Weizenmehl. So ist aus dem Weizenmehl nur die aktive Amylase 
auslésbar ; der gréBte Teil der Amylase ist in Form von wasserunléslichem 
Zymogen vorhanden, und es ist eine gewisse Zeit zur Freimachung der 
wasserléslichen aktiven Amylase aus dem Zymogen erforderlich. Es 
ist nun fraglich, ob das Wasser nicht derartige Bestandteile (Salze) 
ausliést, welche zur Tatigkeit der Amylase notwendig sind. Nach den 
Untersuchungen von Bierry, Preti, Kendall und Shermann?) hat die 
gewohnliche Dialyse (Auswaschen) auf die Malzdiastase keine Wirkung. 


1) W. Palladin und H. Popof}, diese Zeitschr. 128, 487, 1922. 
*) F. Czapek, Biochemie der Pflanzen, II. Aufl., 1913, 8. 437. 
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Lisbonne und Vulquin') fanden, dab nur mit elektrischer Dialyse 
die anorganischen Salze in solchem Mae extrahiert werden kénnen, 
daB man inaktive Amylase gewinnt, welche sodann bei Zugabe von 
Salzen sich reaktiviert. 

Uber die starkehydrolysierende Eigenschaft des nativen und 
extrahierten Weizenmehls geben die Daten der X. Versuchsreihe 
zahlenmaBige Aufklarung. 


X. Versuchsreihe, 


Es wurden 2g natives Weizenmehl mit 50cem _ toluolhaltigen 
Wassers in ein Zentrifugenrohr gebracht, nach éfterem Schiitteln 
eine halbe Stunde lang stehen gelassen und sodann zentrifugiert. Dieser 
ProzeB wurde mit 50 cem Wasser sechsmal wiederholt, und so wurden 
2g Weizenmehl siebenmal mit Wasser extrahiert. Die Einstellung 
der Versuchsreihe geschah in der bei der I. Versuchsreihe beschriebenen 
Weise, und die gewonnenen Daten sind Mittelwerte von untereinander 
gut iibereinstimmenden parallelen Bestimmungen. 


Tabelle X. 


natives Weizenmehl, b = mit Wasser extrahiertes Weizenmehl. 


t 





K MnO,* Glucose 
Versuchszeit - 
a b 
Stunden com 2 mg 


0 14.5 0 
24 24.0 367.5 


*) lcom K MnO, entspricht 58mg Cu 
XI, Versuchsreihe. 

Diese Versuchsreihe wurde ahniich der V. Versuchsreihe ein- 
gestellt, mit dem Unterschied, da} statt inaktivierten Weizenmehls 
mit Wasser extrahiertes natives Weizenmehl verwendet wurde. 

Tabelle XI. 


a = natives Weizenmehl, b = mit Wasser extrahiertes natives Weizenmehl. 





- , Reaktion mit Reaktion 
eae Starkereaktion Fehling scher Lésung mit Barford-Reagens 


Stunden a b a b “4 b 


0 blau blau : negativ negativ negativ 


24 violett violett 14?) 
48 rotviolett rotviolett ++ = 4 = 
72 rot rot = i ae +o 4 


1) Le. 
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Es ist bekannt, daB die keimenden Samen viel mehr Amylas: 
als die ruhenden Samen enthalten; die Amylase entsteht aus dem 
Amylasezymogen wiihrend der Keimung. Auf Grund der Unter. 
suchungen von Bach und Oparin') verhilt sich der Amylasegehalt 
der ruhenden Weizensamen zu den keimenden Samen wie 1: 23 
Wahrend der Keimung wird das Zymogen zersetzt, und so ist es héchst- 
wahrscheinlich, da} die keimenden Samen im Gegensatz zu den ruhenden 
Samen kein Amylasezymogen enthalten. Nachdem auf Grund unserer 
Untersuchungen nur das Zymogen der Amylase thermostabil ist, schien 
es interessant, Untersuchungen in der Richtung zu vollfiihren, ob das 
aus keimendem Weizen bereitete inaktivierte Mehl die Starke zersetzte. 
Nach den Daten der XII. Versuchsreihe gab das aus keimendem Weizen 
bereitete, urspriinglich sehr stark aktive Mehl ein solches inaktiviertes 
Mehl, welches iiberhaupt auf die Starke nicht wirkte; so enthalt der 
keimende Weizen kein Amylasezymogen, es bildete sich wahrend der 
Keimung die wasserlésliche thermolabile Amylase aus dem Zymogen. 


XII. Versuchsreihe. 


Es wurde der Versuch mit aus keimendem Weizen bereitetem, 
inaktiviertem Mehle der 1. Versuchsreihe ahnlich eingestellt, und 
wir geben nur die Menge der verbrauchten KMn0O,-Lésung an, aus 
welcher im Ostiindigen Versuch ebensoviel verbraucht wurde als nach 
Verlauf von 48 Stunden. 

Tabelle XII. 





Versuchszeit K MnO, 
Stunden com 

0 28,8, 28,3 

48 28.0, 285 

Das inaktivierte Mehl des keimenden Weizens mit verdiinnter 
Stirkelésung vermengt, ergab auch nach Tagen mit Jodlésung eine 
reine blaue Farbung. 

Kurz erwahnten wir schon, daB es uns gelungen ist, nicht bloB 
in Samen, sondern auch in griimen Blittern die Gegenwart des thermo- 
stabilen Amylasezymogens nachzuweisen. Diese Untersuchungen 
wurden auf folgende Weise durchgefiihrt: Es wurden 5 g frische Blatter 
in einem Porzellanmérser mit 1 bis 2g Merckscher Quarzsplitter gut 
zerrieben, der Inhalt des Mérsers mit 80 bis 100 cem Wasser in einem 
Erlenmeyerkolben gespiilt, auf einer Asbestplatte 10 Minuten lang 
gekocht, sodann in eine Porzellanschale gebracht und auf dem Wasser- 
bade zur Trockne eingedampft. Die auf diese Weise gewonnene Sub- 


1) A. Bach und A.Oparin, diese Zeitschr. 134, 183, 1922. 
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stanz wurde fein pulverisiert, mit 100cem Wasser und 2 bis 3 ccm 
Toluol vermischt, im Thermostaten bei 37° aufbewahrt, nach 24 Stunden 
abfiltriert, das Filtrat in zwei Teile geteilt und der eine Teil aufgekocht. 
Dann wurden zu beiden Teilen 5cem Il proz. Starkelésung und 2 bis 
3cem Toluol hinzugefiigt; aus den im Thermostaten aufbewahrten 
Lésungen wurden zeitweise Proben von 3 bis 4ccm entnommen und 
auf Starke gepriift. 
XIII. Versuchsreihe. 

Nach den Daten der XIII. Versuchsreihe enthalten die unter- 
suchten Blatter mit Ausnahme der Gurken -und Traubenblatter thermo- 
stabiles Amylasezymogen. Nachdem die Stirkereaktion der auf- 
gekochten Lésungen selbst nach 120 Stunden keine Anderung zeigte, 
kann die Starkezersetzung nicht auf die Wirkung der in den Blattern 
vorhandenen Sauren zuriickgefiihrt werden. 


Tabelle XIII. 
@ = mit ungekochter Lésung, b = mit gekochter Lésung. 





Versuchszeit, Stdn. 0 24 4s 


Versuchsblatter von a b a b 2 b 


Gurken. . .. blau blau bilau = blau bilau = blau_——sé~lau, | blau 
ar ‘ i a rot 

PD 6. 66 oe gelb | , -- 

Bohnen. .. . . rot a rot . 
Sojabohnen. . . | Violett . | Violett violett 
Rettig .... blau i blau rot 
Ricinus. .. . es violett “3 violett violett 
Zuckerriibe . . _ blau = rot B — 
Kartoffel . . . . . rot és gelb — 
Trauben ... a blau m4 blau blau 


Bekanntlich sind die Enzyme in Gegenwart ihrer Substrate 
aiuBere schidliche Einfliisse weniger empfindlich; nun ist es fraglich, 
wie die Abwesenheit der Starke die Thermostabilitat des Amylase- 
zymogens beeinfluBt. Zur Untersuchung dieser Frage sind die Amylase- 
zymogen enthaltenden Blatter besonders geeignet, nachdem die Blatter 
leicht starkefrei zu machen sind. Die mit den vorher im Dunkeln 
aufbewahrten Blattern durchgefiihrten Untersuchungen beweisen, daB 
die Thermostabilitat des in Blittern vorhandenen Amylasezymogens 
nicht an die Gegenwart der Stirke gebunden ist. 

In letzterer Zeit machte Biedermann!) die interessante Entdeckung, 
daB gekochte Stirkelésung wihrend des Stehens unter Bildung von 
Dextrin und Zucker gespalten wird. Dieser Vorgang, welchen Bieder- 


1) W. Biedermann, Fermentforsch. 1, 385, 474, 1916; 2, 488, 1919; 
4, 1, 359, 1921. 
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mann die Autolyse der Starke benannte, wurde von Speichelasche 
NaCl, CaCl,, KCl stark stimuliert. Diese Erscheinung erklarte Bieder 
mann vorerst so, daB waihrend der Autolyse aus der Starke sich Amylase 
bildet ; spater anderte er diese Meinung derartig, daB die Starke bei 
der Autolyse durch die Wirkung jener Amylase zersetzt wird, die aus 
den an den Starkekérnern anhaftenden thermostabilen Amylase. 
zymogenspuren entsteht. Zur Entstehung der Amylase aus dem Zy- 
mogen sowie zur Reaktivierung einer gekochten Speichellésung ist 
Sauerstoff (Beriihrung mit Luft) unerlaBlich'). Die auf den Stirke- 
kérnern haftenden Amylasezymogenspuren stammen aus dem pflanz- 
lichen Objekt, aus welchem die Starke hergestellt wurde; so miissen 
auch die pflanzlichen Objekte (Mehle der Starkesamen) Amzylase- 
zymogen enthalten, und zwar in gréBerer Menge als die aus ihnen 
gewonnene Stirke. Dies wurde durch unsere Versuche bestatigt. 

Die Hydrolyse der Starke wird neuerdings nach Biedermann*) 
sowie nach Haehn*) und Iijin*) bloB durch einfache Salze und Salz- 
mischungen (Alkalichloride und -phosphate) durchgefiihrt, und bei 
diesem ProzeB hat der Luftsauerstoff auch eine entscheidende Bedeutung. 
Nach unseren im Gange befindlichen Untersuchungen scheint der 
Sauerstoff bei der Entstehung der Getreideamylase aus ihrem thermo- 
stabilen Zymogen keine Rolle zu spielen. 


1) W. Biedermann, diese Zeitschr. 129, 582, 1922. 

2) Derselbe, ebendaselbst 135, 282, 1923; 187, 35, 1923. 
3) H. Haehn, ebendaselbst 135, 587, 1923. 

*) W.S. Iljin, ebendaselbst 145, 14, 1924. 





Uber die Chemie der Inkrusten des Flachses. 


Von 


Felix Ehrlich und Friedrich Schubert. 


(Aus dem Institut fiir Biochemie und landwirtschaftliche Technologie 
der Universitat Breslau.) 


(Eingegangen am 3. Oktober 1925.) 


Mit 1 Abbildung im Text. 


Die Chemie der Inkrusten, d.h. der die Bastfasern umbhiillenden 
Substanzen in den Stengeln von Faserpflanzen, wie Flachs und Hanf, 
ist bisher nur wenig erforscht worden. Man nimmt ziemlich allgemein 
an, daB die Inkrusten des Flachses (Linum usitatissimum), der in dieser 
Hinsicht noch am meisten untersucht ist, neben Lignin und wachs- 
ihnlichen Kérpern zum gréBten Teil aus Pektinstoffen bestehen von 


aihnlicher Art und Beschaffenheit, wie sie sonst weit verbreitet in der 
Pflanzenwelt beobachtet sind. Diese die Bastfasern des Flachses ver- 
kittenden Pektinstoffe, die ebenso wie das Lignin in kaltem Wasser 
unléslich sind, lassen sich durch heiBes Wasser, durch Sauren und 
Alkalien aus den Stengeln der Pflanze extrahieren, werden aber auch 
durch biochemische Einwirkung gewisser Mikroorganismen, der Rést- 
pilze und -bakterien, abgebaut und in Lésung gebracht, ein Vorgang, 
der bei der technischen Aufbereitung der Flachsfaser, der Flachs- 
réste, eine wichtige Rolle spielt. Im Hinblick auf diese praktische Frage 
haben sich auch schon friihzeitig viele Untersucher mit der Chemie 
des Réstprozesses und der dabei aus den Pektinstoffen sich ergebenden 
Zersetzungsprodukte beschaftigt, unter denen neben Gasen, wie Kohlen- 
dioxyd und Wasserstoff, Alkohol, fliichtige organische Sauren, wie 
Ameisensaure, Essigsiure, Buttersiure und andere Zerfallstoffe der 
Garung und Fiulnis beobachtet wurden’). Uber die Chemie des Flachs- 
pektins selbst war aber bis vor kurzem nur so viel bekannt, dab es, 


1) Fribes und Winogradski, C. r. 121, 742, 1895; Betjerink und v. Delden, 
Chem. Centralbl. 1905, II, 843; Hawmann, Annal. Institut Pasteur 16, 
379, 1902; J. Behrens, Die Pektingérung in Lafars Handb. d. techn. Myko- 
logie, 2. Aufl. 3, 269 bis 286. 
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ahnlich wie die Pektinstoffe anderer Pflanzen, Saiurecharakter besitzt 
und daB als seine Bausteine Pentose- und Hexosegruppen zu betrachten 
sind !). 

Ausgehend von technischen Fragen der Flachsaufbereitung hat 
dann neuerdings £. Correns*) einige Versuche itiber die Chemie des 
Flachspektins angestellt, wobei er sich auf die Kenntnis der friiher 
erschienenen Arbeiten von v. Fellenberg*) und F. Ehrlich*) iiber dix 
Pektinstoffe anderer Pflanzen stiitzte. Correns fand im Flachspektin 
verschiedener Darstellungsverfahren Mengen von 3,7 bis 6,9 Proz. 
Methylalkohol und vermutete in diesem Pektin die Anwesenheit von 
Kohlenhydratverbindungen, wie Araban, Methylpentosen, Galaktose 
und Galakturonsiure. Er hat indes diese Verbindungen aus dem Flachs- 
pektin nicht isoliert, sondern glaubt sie nur durch die Schleimsaure- 
reaktion und durch verschiedene Farbreaktionen nachgewiesen zu 
haben, die aber, wie friiher oft genug betont wurde, keineswegs ein- 
deutig sind. 

Nachdem jetzt durch Untersuchungen an der Zuckerriibe5) zum 
ersten Male ein tieferer Einblick in die qualitative und quantitative 
Zusammensetzung der Pektinstoffe einer Pflanze gewonnen worden 
ist, erschien es von besonderem Interesse, die hierbei gemachten Er- 
fahrungen auf die Durchforschung der Pektinstoffe anderer Pflanzen, 
vor allem des Flachses, zu iibertragen. Es galt dabei namentlich auch 
die Frage zu klaren, ob tiberhaupt Unterschiede im chemischen Aufbau 
des Molekiils der Pektine verschiedener Pflanzen bestehen und in 
welchem MaBe, und schlieBlich inwieweit eine Differenzierung der 
Struktur der Pektine verschiedener Pflanzenteile, wie der Wurzeln, 
der Friichte, der Stengel usw., tatsiichlich zu beobachten ist. 

Die folgenden Untersuchungen bemiihen sich, die hier noch 
bestehenden Liicken unserer Kenntnisse iiber die Chemie der Pfleanzen- 
inkrusten zu einem groBen Teile auszufiillen, indem sie zum ersten 
Male einen annahernd vollstdndigen Uberblick iiber die chemische Struktur 
des Flachspektins und iiber die Art und die Mengenverhdltnisse der darin 
enthaltenen Bausteine liejern. Es gelang, die beiden Hauptbestandteile des 
Flachspektins, ein Hexopentosan und die Pektinsdure, in ihre Grund- 
kérper zu zerlegen und diese fast stimtlich in Substanz zu isolieren wnd 


1) J. Behrens, Zentralbl. f. Bakt. I], 4, 514, 1898; LI, 8, 114, 1902; 
K. Stérmer, ebendaselbst II, 18, 35, 1904. 

*) Faserforschung 1, 229, 1921. 

%) Diese Zeitschr. 85, 118, 1918. 

*) Chem.-Ztg. 1917, 197. 

5) Vgl. die vorhergehende Arbeit von F. Ehrlich und R. v. Sommerfeld, 
diese Zeitschr. 168, 263, 1926, wo sich auch weitere Angaben iiber die 
Literatur der Pektinstoffe finden. 
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quantiiativ zu bestimmen, so daB es auch méglich war, cine chemische 
Formel fiir die Pektinsdéure aufzustellen, die mit den tatsichlichen 
Befunden gut tibereinstimmt. 

Es steht zu erwarten, dab die Resultate der vorliegenden Arbeit 
auf pflanzenphysiologischem Gebiete zu manchen Schlubfolgerungen 
iiber die Rolle der Inkrusten und der Pektinstoffe in den Pflanzen, 
iiber ihre Entstehung und iiber ihr Schicksal darin fiihren werden. 
Sie kénnen auch die Grundlagen bilden fiir biochemische Unter- 
suchungen mannigfacher Art, die sich mit der Einwirkung von Enzymen 
und Mikroorganismen auf die Pektine von Fiachs und Hanf und mit 
den dabei auftretenden Umsetzungsprodukten im Hinblick auf die 
Vorgiange bei der Réste beschiftigen. Hieriiber wird spiter zu be- 
richten sein. 


Als Ausgangsmaterial fiir die folgenden Untersuchungen diente 
einige Zeit gelagerter Strohflachs, d. h. in nicht véllig ausgereiftem 
Zustande geraufte und an der Luft getrocknete Flachsstengel, die 
nicht der Réste unterworfen waren, also noch alle urspriinglich vor- 
handenen Pektinstoffe enthielten. 

Um aus solchem Material Pektin zu gewinnen, hat sich Correns') 
des fiir Pektinstoffe anderer Pflanzen ausgearbeiteten Verfahrens von 
Bourquelot und Herissey*) bedient. Dieses besteht darin, da man 
mit Alkohol zunichst alle alkoholléslichen Bestandteile aus dem Aus- 
gangsmaterial extrahiert, dann mit Wasser unter Druck erhitzt und 
die filtrierte Lésung mit der doppelten Menge Alkohol unter Zusatz 
von Salzsiure fallt. Da Correns durch einstiindiges Erhitzen mit Wasser 
auf 2 Atm. Druck aus dem Strohflachs nur 0,04 Proz. Pektin erhalten 
hatte und der Alkoholverbrauch bei dieser Gewinnungsmethode ein 
sehr betrichtlicher war, schien es vor allem wichtig, zur Darstellung 
gréBerer Mengen Ausgangsmaterials ein geeigneteres Verfahren aus- 
zuarbeiten, das auch gestattete, die in Alkohol léslichen Spaltprodukte 
des urspriinglichen Pektins zu erfassen, die Correns bei seiner Arbeits- 
weise vernachlissigt hatte. 

Da der Begriff der Pektinstoffe sich im wesentlichen mit dem 
Teil der Inkrusten des Flachses deckt, die in kaltem Wasser unldéslich, 
mit heiBem Wasser aber extrahierbar sind, schien es fiir die Zwecke 
eines brauchbaren Darstellungsverfahrens zunichst wichtig, ahnlich 
wie bei der Riibe, planmiBige Auslaugeversuche am Strohflachs mit 
Wasser verschiedener Temperaturgrade in verschieden langen Zeit- 
raumen anzustellen. 


1) a.a. O. 
2) Chem. Centralbl. 1898, IT, 20; 1899, I 875; IT 32. 
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Zuvor war eine Entfernung der wasserléslichen Substanzen des 
Saftes der Flachsstengel erforderlich. Diese gelingt leicht, wenn man 
den Strohflachs, in reichlichen Wassermengen suspendiert, vier- bis 
fiinfmal unter jedesmaliger Erneuerung des Wassers bei 50 bis 60° 
einige Stunden auslaugt. Hierdurch wird er vollstandig von léslichen 
Kohlenhydraten usw. befreit, ohne daB dabei die Pektinsubstanzen an- 
gegriffen werden. 

Bringt man den so vorbereiteten Strohflachs in kochendes Wasser, 
so gibt er bald Pektinstoffe an dieses ab. Es zeigt sich aber, daB dic 
Léslichmachung des Flachspektins auBer von der Temperatur sehr wesent- 
lich von der Zeitdauer der Einwirkung des heiBen Wassers abhdngig ist. 
Diese Tatsache hat Correns bei seinen Versuchen nicht geniigend 
beachtet, woraus sich ohne weiteres die von ihm erhaltene sehr geringe 
Ausbeute an Pektin erklirt. Da andererseits das in Lésung gegangene 
Pektin durch langere Behandlung mit kochendem Wasser bereits eine 
merkbare Zersetzung erfahrt, wurde zur Gewinnung eines méglichst 
wenig abgebauten Flachspektins zweckmiBig so -verfahrei, daB der 
mit lauwarmem Wasser vorbehandelte Strohflachs zehn- bis zwélfmal 
mit der 10- bis 20facheii Menge destillierten Wassers je 1 bis 2 Stunden 
ausgekocht wurde. Die jedesmal abgegossenen und filtrierten wiisserigen 
Extrakte ergaben gesammelt, zur Trockne verdampft durchschnittlich 
6 bis 7 Proz. wasserlésliches Pektin, Hydropektin genannt, auf luft- 
trockenen Strohflachs gerechnet, in Form von hellbraunen, gelatine- 
artigen Blattchen, die auBerlich dem Hydropektin der Zuckerriibe sehr 
ahnlich waren. 

Bei dieser Art der Auslaugung verbleiben in den riickstandigen 
Flachsstengeln noch recht betriichtliche Mengen von Pektinstoffen. 
Man kann diese gewinnen und kann itiberhaupt den ganzen Prozel} 
der Uberfiihrung des Flachspektins in die lésliche Modifikation wesent- 
lich beschleunigen und scheinbar eine gréBere Ausbeute daran erzielen, 
wenn man mit heiBem Wasser unter einem Uberdruck von 1 bis 2 Atm.. 
entsprechend einer Temperatur von 120 bis 135°, extrahiert. So wurden 
z. B.ineinem Falle aus 100 g lufttrockenem Strohflachs, der unter normalem 
Druck an kochendes Wasser nach siebenmaliger Auslaugung 3,17 ¢ 
Hydropektin abgegeben hatte, bei fortgesezter zwélfmaliger Auskochung 
mit Wasser unter 1 Atm. Uberdruck noch 11,21 9 und bei weiterem fiinf- 
maligen Erhitzen auf 2 Atm. schlieBlich 1,769 lésliches Pektin extrahiert, 
so daB die Gesamtausbeute aus lufttrockenem Strohflachs auf 16,14 Proz. 
Hydropektin anstieg oder 18,45 Proz. auf wasserfreien Strohflachs be- 
rechnet. Die durch Kochen mit Wasser unter erhéhtem Druck aus Stroh- 
flachs erzielten Extrakte zeigten aber alle Merkmale einer bereits ziemlich 
weitgehenden Zersetzung des urspriinglich gelésten Pektins. Sie waren 
je nach Steigerung des Druckes mehr oder minder dunkel gefarbt und 
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vetriibt, rochen stark karamelartig, zeigten héhere Aciditit und er- 
gaben bei der Verdampfung tief dunkel- bis schwarzbraun gefirbte, 
offenbar stark verunreinigte Pektinpriiparate. Aus diesem Grunde 
wurde fiir die folgenden Untersuchungen, bei denen es darauf ankam 
ein dem urspriinglichen Flachspektin in seinem Aufbau miéglichst 
angenahert konstituiertes Substrat zu erhalten, zumeist nur durch 
kochendes Wasser bei normalem Druck nach dem oben erwihnten 
Verfahren gewonnenes Hydropektin aus Strohflachs verwendet, wenn 
diese Methode sich auch langwieriger gestaltet. 

Das so erhaltene H ydropektin, das im Gegensatz zu dem urspriing- 
lichen Flachspektin sich schon in kaltem Wasser nach anfinglichem 
Aufquellen glatt lést, ist nun keine einheitliche Substanz, sondern erweist 
sich, von geringen beigemengten Verunreinigungen abgesehen, im 
wesentlichen stets als ein Gemisch zweier voneinander total verschiedener 
Substanzen, eines vorliufig als Hexopentosan bezeichneten Kohlen- 
hydratanhydrids und eines Calcium-Magnesiumsalzes der Pektinsdure. 
Analog we be‘m Riibenpektin ist nimlich das Léslichwerden des ur- 
spriinglich wasserunléslichen Flachspektins beim Behandeln mit heiBem 
Wasser nicht als ein einfacher physikalischer s. ndern als ein chemischer 
Vorgang zu deuten, bei dem das Wasser selbst hydrolytisch auf das 
Urpektin des Flachses wirkt und dieses in zwei wasserlésliche Ver- 
bindungen aufspaltet, die dann beim Verdampfen der Extrakte in 
Form des auch hier der Vereinfachung halber als ,,Hydropektin™, 
d.h. durch Wasserhydrolyse gewonnenes Pektin, benannten Substanz- 
gemisches hinterbleiben. Die Trennung des Gemisches gelingt leicht 
mittels 70proz. Alkohols, in dem sich das Hexopentosan schon in der 
Kalte list, wihrend das Salz der Pektinsiure darin unléslich ist. In 
rohem Zustande sind die Mengen beider Kérper in dem zunichst er- 
haltenen Gemisch ungefihr gleich. Bei verschiedensten Auslaugungen 
von Strohflachs wurden annihernd konstant auf 55 Teile Hexopentosan 
etwa 45 Teile Ca-Mg-Salz der Pektinsiure beobachtet. Die Tatsache, 
daB beide Substanzen im Hydropektin sich stets in gleichbleibenden 
Mengenverhiltnissen vorfinden, macht es sehr wahrscheinlich, daB sie 
im urspriinglichen Pektinmolekiil in einer chemischen Bindung vor- 
kommen, die allerdings sehr locker zu denken ist und schorf durch 
heiBes Wasser gesprengt werden kann. Als ein weiterer wichtiger 
Beweis hierfiir diirfte auch gelten, daB aus Strohflachs, der von léslichen 
Kohienhydraten usw. durch Auslaugen mit lauwarmem Wasser befreit, 
aber noch nicht mit heiBem Wasser behandelt worden ist, durch noch so 
lange Zeit wihrendes Auskochen mit 70proz. Alkohol keine Spur von 
Hexopentosan zu extrahieren ist. Es kann sich also bei diesem Saccharid 
kaum um zufillige Beimengungen oder um eine neben dem Pektin im 
Flachs vorhandene Verbindung handeln, sondern man mu8 offenbar 
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annehmen, daB die Verhaltnisse hier ahnlich liegen wie beim Riiber 
pektin’), und daf das Hexopentosan ebenso wie das Salz der Pektinsdur, 
einen integrierenden Bestandteil des urspriinglichen Flachspektins aus. 
macht. Da das Hexopentosan weder durch miabig konzentrierten 
Alkohol noch durch Bleiessig aus wasserigen Lésungen fiallbar ist, so 
erklart es sich, daB diese Verbindung der Aufmerksamkeit friiherer 
Beobachter?) entgangen ist, die immer nur die mit Alkohol fallbare 
Substanz als ,,Pektin‘ betrachtet haben. 


Aus den alkoholischen Lésungen des Hydropektins kann das 
Hexopentosan durch Verdampfen, Wiederaufnahme mit kaltem Wasser 
und Verdunsten der Extrakte in Form eines dunkelbraunen Kérpers 
gewonnen werden. Eine weitere Reinigung desselben war nicht méglich, 
so daB auch die Frage nicht mit Sicherheit entschieden werden konnte, 
ob es sich hier um eine einheitliche Verbindung oder um ein Gemisch 
von Zuckeranhydriden handelt. Das trockene Hexopentosan zeigt 
direkt eine Linksdrehung von [a], = — 23,1°, gibt stark die Orcinreaktion 
auf Pentosen und reduziert schwach Fehlingsche Lésung, bedeutend 
kriftiger aber nach Erhitzen mit Siuren. Bei wiederholtem Auskochen 
des zuniichst erhaltenen Hexopentosans mit Alkohol fallender Kon- 
zentration von 96 bis 65 Proz. erhilt man Priaparate mit allmahlich 
steigender Linksdrehung bis zu einem Maximalwert von [a], = — 144,1°. 
Das Hexopentosan des Flachspektins verhalt sich also ahnlich dem 
Araban des Riibenpektins, nur daB in letzterem Falle meist héhere 
Linksdrehungen beobachtet wurden (— 77° bis — 174°). Da die niedriger 
drehenden Fraktionen des Hexopentosans gewéhnlich mehr reduzierten 
und einen Mehrgehalt von Saure aufwiesen gegeniiber den hoch- 
drehenden Fraktionen, so erscheint es wohl méglich, daB in dem 
Hexopentosan urspriinglich eine einheitliche Verbindung vorlag, die 
aber unter der Einwirkung des heiBen Wassers und von Essigsdure, die 
beim Verdampfen der Extrakte aus Pektinsiure abgespalten wurde, 
eine partielle Hydrolyse zu Zuckeranhydriden und Zuckergemischen 
verschiedener Drehung erlitten hat. 


Eine weitere Aufklirung iiber die Zusammensetzung des Hexo- 
pentosans erbrachte seine totale Hydrolyse, die sich schon durch mehr- 
stiindiges Erhitzen mittels sehr verdiinnter Schwefelsaure leicht durch- 
fiihren lieS. Hierbei war ein Umschlagen der urspriinglichen Links- 
drehung zu einer Rechtsdrehung von ungefahr gleicher Héhe zu beob- 
achten. Wahrend nun das Araban des Riibenpektins bei seiner Hydro- 
lyse nur |-Arabinose liefert, erwies sich der Aufbau des Hexopentosans 


1) F. Ehrlich und v. Sommerfeld, a. a. O. 
2) Correns, a.a. O. 
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aus Flachspektin, wie schon sein Name andeutet, als wesentlich kom- 
plizierter. Aus 8,5g Hexopentosan wurde durch Aufspaltung und 
weitere Reinigung ein stark reduzierender Zuckersirup im Gewicht von 
12g mit einem Gehalt von 7,5 g Gesamtzucker gewonnen, der selbst 
eine Drehung von [a]; = + 32,6° aufwies. Der Sirup ergab alle 
Pentosenreaktionen, war aber zum Teil vergdrbar, was auf die 
Anwesenheit von Hezxosen hindeutete, wihrend das ungespaltene 
Hexopentosan durch Hefe nicht angegriffen wurde. Mit Hilfe 
von Furfurolbestimmungen und kombinierten Garverfahren mittels 
Brennereihefe und Lactosehefe lieBen sich annihernd quantitativ 
folgende Mengen Kohlenhydrate im Gesamtzucker aus Hexopentosan 
feststellen : 


wes 6 Ge oe tt te ee ee 
Dns? <6 as» £ 2 4 ae “ 
«a = eo 2 eee cae 


Von den Pentosen war die l-Arabinose durch die Darstellung ihres 
Benzylphenylhydrazons und Diphenylhydrazons scharf zu charakte- 
risieren. Von den durch verschiedenartige Hefen vergirbaren Zuckern 
lieB sich die d-Galaktose durch ihr Benzylphenylhydrazon sowie durch 
ihre Oxydation zu Schleimsiure deutlich nachweisen, die d-Fructose 
auBer durch ihre Vergirbarkeit mittels der obergarigen Heferasse XII 
durch den stark positiven Ausfall der Seliwanoff-Weehuizenschen 
Reaktion mit groBer Wahrscheinlichkeit feststellen. Beweise fiir die 
Anwesenheit anderer Hexosen waren nicht zu erbringen. Methy!l- 


pentosen waren ebenfalls nicht vorhanden. 
’ 


Nimmt man unter Beriicksicht\gung der unvermeidlichen Versuchs- 
fehler das oben ermittelte Mengenverhiltnis der einzelnen bei der 
Hydrolyse erhaltenen Kohlenhydrate als Grundlage, so miiBte dem- 
zufolge das Hexopentosan des Flachspektins aus 3 mol Pentosen, 1 mol 
Galaktose und I mol Fructose aufgebaut sein. Wenn man weiterhin 
annimmt, daB diese 5 Molekiile Zucker unter Austritt von 4 Molekiilen 
Wasser das Molekii!l des Polysaccharids gebilcet haben, so lieBe sich die 
Bruttoformel und die Hydrolyse des Hexopentosans durch folgende 
Gleichung darstellen : 


Coq Hyg Og3 + 4 HO = 3 C,H yO, + CoH yO. + CoH 20% 


Hexopentosan Pentose d-Galaktose d-Fructose 


In der Voraussetzung, daB die 3 Molekiile Pentose ausschlieBlich 
aus |-Arabinose bestehen, wiirde sich die Gesamtdrehung der aus 
Hexopentosan abgespaltenen 5 Molekiile Zucker zu [a], = + 55,5° 

Q* 
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berechnen'). Diesem Werte gegeniiber erscheint die oben gefundene 
Mischdrehung + 32,6° der bei der Hydrolyse des Hexopentosans er- 
haltene Zucker um ein betriachtliches zu niedrig, so da man hieraus 
folgern muB, daB neben Arabinose noch eine niedriger drehende Pentose 
in dem Zuckergemisch vorhanden war. Als solche kann nur die 
l-Xylose in Betracht kommen, deren spezifische Drehung fa], = + 19° 
gegeniiber + 105° der |-Arabinose betrigt. Direkte Beweise fiir dic 
Existenz dieses Kohlenhydrats lieBen sich in diesem Falle allerdings 
nicht erbringen, was bei dem Mangel geeigneter Methoden zur Ab- 
scheidung kleiner Mengen von Xylose aus derartig heterogen zusammen- 
gesetzten Zuckergemischen nicht verwundern kann. Weder war eine 
Isolierung als Hydrazon, noch in Form des typischen Doppelsalzes 
der Xylonsiure mit Bromcadmium trotz vielfacher Versuche mdéglich. 
Dagegen gelang spiter glatt der Nachweis der l-Xylose in der Pektin- 
siure des Flachspektins. Diese Tatsache und die folgende Kalkulation 
machen es iuBerst wahrscheinlich, daB auch im Hexopentosan |-Xylose 
neben |-Arabinose vorhanden ist. Macht man namlich die durchaus 
plausible Annahme, daB von den 3 Molekiilen Pentose 2 Molekiile aus 
l-Arabinose und 1 Molekiil aus |-Xylose bestehen, so wiirde sich die 
Gesamtdrehung der Zucker aus Hexopentosan zu [a], = + 39,6° 
berechnen, wihrend + 32,6° gefunden wurde. Die beobachtete geringe 
Differenz zwischen diesen Werten liegt aber innerhalb der Fehler- 
grenzen, wenn man die Schwierigkeiten der analytischen Methodik 
bei derartigen Bestimmungen beriicksichtigt und bedenkt, daB bei 
der langdauernden Hydrolyse des Polysaccharids mit Schwefelsiure 
die Bildung von Reversions- und Zersetzungsprodukten, die auf die 
Gesamtdrehung einen entsprechenden EinfluB ausiibten, unvermeidlich 
war. Unter diesen Voraussetzuygen wiirde man also das alkohol- 
lisluhe Hexopentosan des Flachspektins, wenn es sich hier wirklich um 
einen e‘nheitlichen Kérper und nicht um ein Gemisch von Pentosanen 
und Hexosanen handelt, als ein Galaktan-Fruktosan-X ylan-Di-Araban 
zu betrachten haben. 

Dem rohen Hexopentosan, wie es sich zunichst beim Verdampfen 
der alkoholischen Lésungen des Hydropektins ergibt, ist regelmabig 
in Mengen bis zu 25 Proz. ein eigentiimlicher harzartiger Kérper, eine 
Harzséiure, beigemengt, die sich in vieler Hinsicht dem Lignin sehr 
ahnlich verhalt. Nach Auswaschen mit kaltem Wasser, wiederholtem 
Lésen in Natronlauge und Fallen mit Salzsiure gewinnt man die Harz- 
siure als ein dunkelbraunes Pulver, das, in Siuren und Wasser fast 
unléslich, von Kohlenhydraten frei ist und sich in verdiinntem Alkohol 


') Hierbei ist die spezifische Drehung [a], der l-Arabinose zu + 105°, 
der d-Galaktose zu + 80,5°, der d-Fructose zu — 93° angesetzt. 
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und Alkalien mit tiefbrauner Farbe list. Die gereinigte Verbindung, 
die auch darin dem Lignin ahnelt, daB sie die von Marcusson') fiir 
Furankérper als charakteristisch beschriebenen Schwelreaktionen in 
typischer Weise gibt, wurde vorliufig nicht weiter untersucht. Ob es 
sich hier um einen Begleiter des Pektins aus anderen Inkrusten des 
Flachses her handelt oder um einen Bestandteil des Flachspektins 
selbst, laBt sich daher zunichst nicht entscheiden. Immerhin ist es 
bemerkenswert, daB diese Ligninharzsdure aus den zuckerfreien Flachs- 
stengeln direkt mit verdiinntem Alkohol nicht zu extrahieren war, dagegen 
stets aus dem mit heibem Wasser erhaltenen Hydropektin und auBer 
als Beimengung des Hydropektins auch bei der Hydrolyse des Hexo- 
pentosans und der Pektinsiure in kleineren Mengen beobachtet wurde. 
Es ist wohl méglich, daB es sich hier um eine Umwandlungssubstanz 
des urspriinglichen Flachspektins zu anderen ligninartigen Kérpern 
handelt, die sich noch mit der Muttersubstanz in lockerer Bindung be- 
finden. Hieriiber sollen weitere Untersuchungen Aufklarung § ver- 
schaffen. 


Vom Standpunkt der Pektinchemie mubte sich das besondere 
Interesse der in ungefaihr gleichen Mengen neben dem Hexopentosan 
vorhandenen zweiten Komponente des Hydropektins zuwenden, dem 


Calcium-Magnesiumsalz der Pektinsdure. 
| 


Dieses Salz hinterbleibt als graubraune, kérnige Masse bei voll- 
standiger Extraktion des Hydropektins mit 70proz. Alkohol. Durch 
wiederholtes Lésen in Wasser, Klaren und Fiillen der filtrierten Lésung 
mit Alkohol gewinnt man daraus zu etwa 50 Proz. das annahernd reine 
Salz als fast farbloses Pulver, das schon in kaltem: Wasser mit schwach 
hellgelber Farbe léslich ist und neuiral reagiert. Sein Aschengehalt 
wurde konstant zu etwa 6,3 Proz. gefunden und bestand regelmabig 
im wesentlichen aus Calcium und Magnesium neben Spuren von Eisen 
und Kieselsiure. Die einheitliche Beschaffenheit des bei verschiedenen 
Darstellungen gewonnenen Salzes bewies auch seine spezifische Drehung, 
die in ziemlicher Konstanz annihernd zu [a], = + 93° beobachtet 
wurde. Das vollkommen getrocknete Salz enthielt 40,28 Proz.C und 
5,69 Proz.H. Sein Gehalt an Methoxyl wurde durchschnittlich zu 
3,6 Proz.CH,O gefunden. Bei der Destillation mit Salzsiure ergab 
das Salz Furfurol in einer Menge, die scheinbar 38,80 Proz. Pentose 
entsprach. 


Aus der wiisserigen Lésung des Calcium-Magnesiumsalzes laBt 
sich nach Zusatz von Salzsiiure durch iiberschiissigen Alkohol die 


1) Ber. 58, 869, 1925. 
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freie Pektinsdure') in Form von gallertartigen Flocken fallen, die beim 
Behandeln und Waschen mit Alkohol und Ather zu einem feinen, farb- 
losen Pulver zusammenschrumpfen. In einfacherer Weise, ohne vor- 
herige Isolierung des Ca-Mg-Salzes, kann man die Pektinsiure direkt 
aus den wisserigen Lésungen des Hydropektins durch Fillen mit 
Alkohol und Salzsiure gewinnen und durch Umlésen und Wieder. 
fallen weiter reinigen. Auch die mehrfach gereinigte Saure enthalt 
immer noch etwas Asche, deren Gehalt auch durch wiederholte Um- 
fallung nicht unter 0,8 Proz. sinkt. 

Die Pektinsdure aus Flachspektin zeigt in ihren physikalischen 
und chemischen Eigenschaften groBe Ahnlichkeit mit der Pektinsiure 
des Riibenpektins. Wie diese stellt sie ein reversibles Kolloid dar, das 
beim Benetzen mit Wasser aufquillt und schon in kaltem Wasser mit 
schwach gelblicher Farbe léslich ist. Die lufttrockene Substanz enthalt 
stets noch Wasser gebunden, dessen Menge je nach dem Feuchtigkeits- 
grad der Luft zwischen 12 bis 15 Proz. schwanken kann und das bei 
105 bis 110° oder noch griindlicher im Vakuum bei 100° iiber P,O; 
wegzutrocknen ist. Die vollstindig getrocknete Verbindung zieht an 
der Luft, ohne sich auBerlich zu verindern, wieder Wasser in den an- 
gegebenen Mengenverhiltnissen an. Da8 es sich um eine hochmolekulare 
Substanz handelt, zeigt die Molekulargewichtsbestimmung in wasseriger 
Lésung nach der Gefrierpunktsmethode, die ein Molekulargewicht der 
trockenen Sdure von 1421 ergab. Doch ist die eigentliche Molekular- 


gréBe der getrockneten Verbindung offenbar um etwa 15 Proz. niedriger 
zu veranschlagen, d.h. um den Betrag, bis zu dem die Saure ,,Kon- 
stitutionswasser“ aus der Lésung angezogen hat. Die vollkommen 


1) Hier und im folgenden ist fiir das Pektin und seine Abbauprodukte 
die Nomenklatur beibehalten, die friiher zuerst beim Riibenpektin von 
mir angegeben wurde (F. Ehrlich, Chem.-Ztg. 1917, 8.197; Deutsch. Zucker- 
ind. 1924, Nr. 36; F. Ehrlich und v. Sommerfeld, diese Zeitschr., 168, 
263, 1926.) Danach wird der in den Pflanzen urspriinglich vor- 
handene, in kaltem Wasser unlésliche Kérper als eigentliches Pektin an- 
gesehen, das durch heiBes Wasser zu Hydropektin hydrolysiert wird. Die 
hieraus durch Alkohol und Salzséure zu gewinnende Verbindung, eine 
Esterséure, wird als Pektinsdure bezeichnet, da sie wohl dem Pektin in 
ihrem Grundaufbau noch sehr nahe steht, aber durch die Wasserhydrolyse 
und den Aschenentzug doch weitgehende Denaturierung erfahren hat. 
Friihere Forscher haben diese denaturierte Verbindung nicht sehr gliicklich 
,,Pektin*‘ genannt und als ,,Pektinsiure‘‘ schwerlésliche Substanzen be- 
trachtet, die durch Saéure- oder Alkalispaltung aus wasserigen Pektinlésungen 
sich ergaben und von denen wir heute wissen, da8 sie im wesentlichen 
aus Anhydriden der Galakturonsaure bestehen. Es erscheint mirzweckmaBiger, 
fiir diese Verbindungen besser die rein chemischen Namen wie Di-, Tetra-, 
Polygalakturonsdure einzufiihren. Vgl. auch das am Ende dieses Abschnitts 
befindliche Schema des Abbaus des Pektins. F. Ehrlich. 
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vereinigte Pektinsiure reagiert gegen Lackmus und Phenolphthalein 
deutlich sauer und zeigt die Eigenschaften einer mittelstarken Pflanzen- 
siure entsprechend ihrer H-lonenkonzentration von py = 4,2. Die 
Losungen der Siure und ihres Ca-Mg-Salzes geben mit Lésungen von 
Metallsalzen sowie mit Kalk- und Barytwasser flockige, zum Teil 
velatinése Niederschlage. Wie ihr Salz, so dreht auch die freie Siure 
deutlich nach rechts. Verschiedene Priparate der Pektinsaiure zeigten 
ein spezifisches Drehungsvermégen, dessen Werte zwischen [a],, = + 93° 
his + 120 schwankten. 


Ebenso wie die Riiben-Pektinsiure erweist sich auch die Flachs- 
Pektinsdiure als eine Estersdiure, deren Carboxylgruppen teils frei, 
teils an Methylalkohol gebunden sind. Die Methylestergruppen sind 
durch Alkalien schon in der Kilte leicht verseifbar') und der durch 
kalte Natronlauge oder Barytwasser abgespaltene Methylalkohol kann 
direkt bereits auf diesem Wege durch Riicktitration quantitativ be- 
stimmt werden. Die hierbei ermittelten Werte fiir den Gehalt der 
Pektinsiure an Methylalkohol stimmten gut iiberein mit den nach 
der Methode von Zeisel-Fanto-Stritar gefundenen Zahlen. Durch- 
schnittlich betrug der Gehalt an Methoxyl 3,8 bis 4,1 Proz. CH,0, 
wihrend in der Riiben-Pektinsiure Mengen von 6 bis zu 9 Proz. beob- 
achtet wurden®?). 


Die bis dahin als Baustein der Pektinstoffe nicht bekannte und 
zuerst im Riibenpektin?) nachgewiesene Essigsdure wurde auch in der 
Pektinsiure des Flachses als wesentlicher Bestandteil ermittelt. Sie 
ist in Form von Acetylgruppen an die Pektinsiure gebunden und 
daraus am einfachsten durch Erhitzen mit Barytwasser abzuspalten, 
ein Verfahren. das kombiniert mit nachfolgender Wasserdampf- 
destillation de# sauren, von Ameisensiiure befreiten Lisung zur Be- 
stimmung der Essigsiure benutzt wurde. Die Ausbeute an Essigsiure, 
die man durch Titration feststellte und als Bariumacetat noch naher 
charakterisierte, bélief sich auf 8,6 Proz., bezogen auf trockene Pektin- 
siure. Die gleiche Verbindung des Riibenpektins enthielt dagegen 
11 bis 12 Proz. Essigsaure. 


Es ist wohl méglich, da8 sich der niedrigere Gehalt des Flachs- 
pektins an Essigsiiure und Methylalkohol dadurch erkliren kann, dab 
durch hydrolytische Wirkung des heiBen Wassers oder von Sauren bei 
der Darstellung oder schon vorher durch Fermente in dem urspriing- 
lichen Flachs eine partielle Abspaltung von Acetyl- und Methoxy!- 


gruppen erfolgt ist. 


1) vw. Fellenberg, a.a. O. 


2) F. Ehrlich und v. Sommerfeld, a. a. O. 
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Von gréBtem Interesse fiir die Chemie des Flachspektins ist nun 
dal der Hauptkomplex der daraus hergestellten Pektinsdéure ebens 
wie beim Riibenpektin') aus Molekiilen der dGalakturonsdiure au/ 
gebaut ist. Schon der positive Ausfall verschiedener Farbreaktione: 
wie der Orcin- und Naphthoresorcinreaktion, der Furfurolbildung b: 
der Salzsauredestillation, der Schleimsiurebildung bei der Oxydatio, 
mit Salpetersaure, konnten in Verbindung mit den friiheren Beob- 
achtungen die Vermutung nahe legen, da innerhalb des Pektinsiure 
molekiils eine Kohlenhydratsiure mit Aldehyd- oder Ketogruppen vor 
handen sein miibte. Der Nachweis mittels dieser Reaktionen, die auc! 
Correns*) mit seinen Pektinpraparaten aus Flachs angestellt hat, war 
aber keineswegs eindeutig, da weiterhin in der Pektinsaiure auch 
Galaktose und Pentosen gefunden wurden, die bekanntlich ebenfalls 
mehrere der erwahnten Reaktionen geben. 


Der entscheidende Nachweis dafiir, daB die zuerst von F. Bhrlich®) 
im Riibenpektin aufgefundene d-Galakturonsdure einen normalen inte- 
grierenden Bestandteil des Pektins und der Pektinsdure auch des Flachses 
bildet, gelang uns erst durch die Isolierung eines dimolekularen An- 
hydrids der d-Galakturonsdure von der Formel C,,H,.0,. und der 
kristallisierten monomolekularen d-Galakturonsdure C,H, 0, zu erbringen. 


Die Behandlung der Pektinsiure aus Flachs mit 2 proz. Salz- 
siure bei Wasserbadwirme lieferte in einer Ausbeute von etwa 
10 Proz. eine wasserlésliche, durch Alkohol fallbare, stark rechtsdrehende 
Sdure, die mit gleichen ° Eigenschaften auch durch Einwirkung 
von Barytwasser in der Kalte und nachfolgende Abtrennung mit 
Schwefelsaure und Alkohol gewonnen werden konnte. Ihre Titrierbarkeit 
mit Alkali gegen Phenolphthalein und ihre Wasserstoffionen- 
konzentration von py = 3,4 zeigt, daB es sich um cine wirkliche Saure 
handelt. Im Gegensatz zur Pektinsiure enthielt sie keine weiteren 
Monosaccharide, trotzdem war aber deutliche Orcin- und Naphtho- 
resorcinreaktion zu beobachten, sie lieferte ferner bei Oxydation 
Schleimsaure, bei Destillation mit Salzsaure Furfurol und Kohlensaure 
und gab mit Schwermetallsalzen und Erdalkalien flockige, zum Teil 
gelatinése Niederschlige. In wisseriger Lésung zeigte sie die hohe 
spezifische Drehung [a], = + 236°. Durch dieses Verhalten und durch 
die Befunde der Elementaranalyse und der Molekulargewichts- 
bestimmung wurde erwiesen, daB hier eine Verbindung von der Forme! 
2 CgH yO, — 2 H,O = C,. HygO,, oder genauer Cy) H,,0, (CO, H), voriag, 

') F. Ehrlich und v. Sommerfeld, a. a. O. 

2) a. a. O. 


’) F. Ehrlich, Chem.-Ztg. 1917, 8.197; Deutsche Zuckerind. 1924, 
. 36; Chem. Centralbl. 1924, II, 2797; F. Ehrlich und v. Sommerfeld, a. a. O. 
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die in allen ihren Eigenschaften und in ihrer Zusammensetzung voéllig 
ibereinstimmte und identisch war mit der zuerst aus Riibenpektin 
solierten zweibasischen Digalakturonsdureb. Trotz vielfacher Ab- 
inderung der Versuche war es nicht méglich, die aus Riiben-Pektinsaure 
hauptsichlich erhaltene isomere Digalakturonsiure a, die in Wasser 
schwer und in Salzsaure unléslich ist, auch aus Flachspektin zu ge- 
winnen. Dieser negative Befund kénnte darauf hindeuten, dab, so 
nahe chemische Verwandtschaft auch die beiden Pektinsiuren auf- 
weisen, doch gewisse Unterschiede in der Bindung der Galakturon- 
sauregruppen in ihren Molekiilen vorhanden sein miissen. Auf diese 
Fragen werden indes erst weitere eingehende Untersuchungen sichere 
Antwort geben kénnen. 


In bedeutend gréBerer Ausbeute, bis zu 40 Proz. und mehr, lie} 
sich nun regelmaBig neben der Digalakturonsiure b bei der Salzsiure- 
hydrolyse der Pektinsiure stets auch in Form ihres Ca-Salzes die 
monomolekulare d-Galakturonsdure isolieren. Dieselbe Saure entsteht 
aussehlieBlich, wenn Pektinsaure lange Zeit bis zur Aufspaltung aller 
Zwischenprodukte mit verdiinnter Schwefelsiure gekocht wird, wobei 
es gelang, tiber das Bariumsalz einen spontan kristallisierenden Siure- 
sirup zu gewinnen. Die in geringen Mengen erhaltene, aus Wasser 
umkristallisierte Substanz reagierte stark sauer, reduzierte in der Hitze 
kraftig Fehlingsche Léisung, gab deutlich die Orcin- und Naphtho- 
resorcinreaktion und wurde bereits in der Kdlte durch Brom zu Schleim- 
sdure oxydiert. AuBer durch diese Eigenschaften erwies sich die isolierte 
Verbindung durch ihre Kristallform und durch ihre Drehung als 
identisch mit der aus Riibenpektin zuerst dargestellten d-Galakturon- 
siure. Die kristallisierte Saure zeigte allerdings, da sie aus wisseriger 
Lésung abgeschieden war, keine Mutarotation, sondern sofort eine 
konstante Drehung von [a], = + 452,7°, die aber recht gut mit dem 
Werte der Enddrehung (+ 53,4°) der aus Riibenpektin friiher er- 
haltenen Galakturonsiure iibereinstimmt. Die geringe Ausbeute an 
kristallisierter Galakturonsiure, die sich bei den Versuchen ergab, 
ist leicht dadurch erklarbar, daB die urspriinglich aus der Pektinsaure 
abgespaltene Galakturonsiure durch die langdauernde Einwirkung 
der Mineralsiure weitergehende Zersetzungen zu nicht kristallisierenden 
sirupésen Abbauprodukten erfahren hat. Unter diesen findet sich eine 
in den Mutterlaugen angereicherte, schon in der Kilte Fehlingsche 
Lisung stark reduzierende Substanz, die noch die Pentosenreaktionen 
gibt, wahrscheinlich also ein Furanderivat ist. 


Bei der Hydrolyse der Pektinsdure ergaben sich in Form der Disiure 
und des Ca-Salzes der Monosiure im ganzen etwa 56 Proz. Galakturon- 
sdure. Um ihren Gehalt in der Pektinsiure noch genauer zu bestimmen, 
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wurde reine trockene Pektinsiure nach Tollens-Lefévre!) mit 12 proz 
Salzsaure erhitzt und das dabei abgespaltene Kohlendioryd quantitativ 
bestimmt. Danach berechnet enthalt die Pektinsdéure aus Flache 
61 Proz. Galakturonsdure, weist also diesen Hauptbaustein in ahnlichen 
Mengenverhaltnissen auf, wie er friiher in der Riiben-Pektinsiure ge. 
funden wurde (65 Proz.). Hierbei muB allerdings die Frage vorliufig 
noch ungekliart bleiben, ob abweichend vom Riibenpektin die Flachs. 
Pektinsiure neben Galakturonsiure nicht etwa noch Glykuronséur: 
enthalt, da doch beide Uronsiuren bei der Siuredestillation CO, ab- 
spalten. Auch bei den obigen Isolierungsversuchen der Galakturon. 
kérper kénnte unter Umstanden die Glykuronsiure tibersehen worden 
sein, da einmal die Abscheidung nicht quantitativ durchzufiihren war 
und da es auch zurzeit an sicheren Methoden zur Trennung und Be- 
stimmung von kleinen Mengen der beiden in vieler Hinsicht sehr 
aihnlichen Verbindungen nebeneinander fehlt?). Fiir die Anwesenheit 
von Glykuronsiure neben Galakturonsiure im Flachspektin kénnte 
folgende theoretische Uberlegung sprechen. Genetisch laBt sich dic 
Bildung von |-Arabinose im Araban und in der Pektinsdure des Riiben- 
pektins im Pflanzenorganismus mit groBer Wahrscheinlichkeit so er- 
kliren, daB aus primar entstandener d-Galakturonsdure Kohlendioxyd 
nach folgender Gleichung abgespalten, 


C;H,O; . CO,H = CO, + Cs Hy99;, 


und daB dabei sekundir /-Arabinose gebildet wird. Nach derselben 
Bruttogleichung wire aber auch die Méglichkeit des Zerfalls der 
d-Glykuronsdure in Kohlendioxyd und l-Xylose gegeben, eine Reaktion, 
die unter natiirlichen Bedingungen zuerst Salkowski und Neuberg*) 
beim bakteriellen Abbau der Glykuronséure aufgezeigt haben. Dali 
von den beiden Pentosen im Riibenpektin nur l-Arabinose, im Flachs- 
pektin aber, wie spiter naher gezeigt wird, neben |-Arabinose auch 
l-Xylose gefunden wurde, wire unter diesen Gesichtspunkten vielleicht 
so zu deuten, daB im Pektin der Riibe nur d-Galakturonsdure, im Pektin 
des Flachses aber neben dieser Uronstiure auch d-Glykuronsdiure vor- 
kommt. Hieriiber werden mit Sicherheit erst weitere eingehende 
Untersuchungen unter Anwendung verbesserter Analysenmethoden 
AufschluB geben kénnen. 


') Ber. 40, 4513, 1907. 

2) Die Uberfiihrung der Uronsduren in Schleimsaéure und Zuckersaure 
ist im vorliegenden Falle wenig hrauchbar, da die Oxydationen an sich 
nicht quantitativ verlaufen und hier noch durch die Gegenwart von Galaktose 
und Pentosen gestért werden. 

8) Zeitschr. f. physiol. Chem. 86, 261, 1902; 37, 464, 1903. 
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Die genaue Erforschung der Zusammensetzung der Flachs-Pektin- 
siure fihrte nun weiterhin zu dem Ergebnis, da auber den bisher 
aufgefundenen Bestandteilen, dem Methylalkohol, der Essigsiure und 
der alle anderen der Menge nach tiberwiegenden d-Galakturonsiure 
noch in ihrem Molekiil drei Monosaccharide vorhanden sind, namlich 
die l-Arabinose, die l-X ylose und die d-Galaktose. lhre Isolierung gelang 
aus den alkoholischen Filtraten, die man erhalt, wenn man Pektinsaure 
durch Kochen mit verdiinnter Schwefelsiure total hydrolysiert, die 
Schwefelsiure mit Bariumcarbonat ausfillt und das noch in Lésung 
befindliche Bariumgalakturonat mit Alkohol niederschlagt. 


Es kénnte hier zunichst der Einwand gemacht werden, daB diese 
Zuckerarten nicht dem Molekiil der Pektinsiiure angehéren, sondern 
urspringlich in einer alkoholunléslichen Anhydridform, nach Art von 
Pentosanen oder Hemicellulosen, der Pektinsiure oder dem Pektin 
beigemengt waren und mit diesen Stoffen zusammen der Hydrolyse 
unterlagen. Gegen diese Vermutung spricht aber das ganze chemische 
Verhalten der Pektinsaure, die sich, wie viele Reihen von Beobachtungen 
erkennen lassen, analog der Riiben-Pektinsiure als ein einheitlicher 
Koérper erwiesen hat. Zufolge der weiteren Untersuchungen wird man 
vielmehr als sichergestellt annehmen miissen, daB der aus Arabinose, 
Xylose und Galaktose aufgebaute Trisaccharidkomplex in glykosidartiger 
Bindung im Pektinsduremolekiil (ihnlich wie die Galakturonsiure- 
molekiile unter sich) relativ fest verankert ist und da® sich erst bei 
der Saurehydrolyse regelmiBig in konstanten Mengenverhaltnissen 
die einzelnen Zuckerarten neben der Galakturonsiiure daraus 
abspalten. 


Die aus der Pektinsiure abgespaltenen Kohlenhydrate wurden 
teils kristallisiert gewonnen, wie die Xylose und Galaktose, teils durch 
Derivate und durch Bestimmung der Drehung naher charakterisiert. 
Von der Arabinose und Galaktose wurden die Benzylphenylhydrazone 
dargestellt, durch Oxydation die Galaktose in Schleimsiure, die Xylose 
in das typische xylonsaure Bromcadmiumsalz iibergefiihrt. Durch 
Titration des erst erhaltenen Zuckergemisches, aus der Furfurol- 
bestimmung nach Destillation mit Salzsiure und aus der Vergirung 
mit Lactosehefe ergaben sich annihernd folgende Mengen der einzelnen 
Zuckerarten, bezogen auf reine, trockene Pektinsiure : 


l-Arabinose ........ . . 10,9 Proz. 
Ea een. | cee 
ee a ll 


Ebenso wie im Riibenpektin waren auch im Flachspektin Methyl- 
pentosen nicht nachweishar. Sowohl die sehr charakteristische Reaktion 
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von Rosenthaler') wie die von Tollens-Widtsoe?) fiir diese Verbinduny:, 
ficlen im Hydropektin und in der Pektinsiure des Flachses und in dey 
entsprechenden Salzsiuredestillaten in allen Fallen negativ aus. ic 
von Correns*) angegebenen Nachweise von Methylpentosen oder dara is 
destilliertem Methylfurfurol im Flachspektin mittels Resorcin ode 
a-Naphthol erscheinen nicht stichhaltig, da auch Zersetzungsprodukt+ 
anderer Kohlenhydrate dieselben Firbungen geben. Ebensowenig fii 
die vorliegenden Zwecke brauchbar ist die von v. Fellenberg*) benutzt: 
Alkoholléslichkeit eines angeblich aus Methylpentosen des Pektins 
gewonnenen Methylfurfurolphloroglucids, worauf zuerst Voto‘ ek®) und 
spiter Tollens®) eine Methode zur Bestimmung dieser Zucker begriindet 
haben. Diese alkoholléslichen Stoffe des Phloroglucidniederschlags 
stammen in diesen Fallen offenbar aus einer ganz anderen Quelle her, 
nimlich aus der Galakturonséure, die, wie sich gezeigt hat, bei cer 
Destillation mit Salzsiure regelmabig mit Phloroglucin 7 bis 8 Proz. 
alkohollésliche Substanzen liefert, ohne daB auch nur eine Spur Methy!- 
furfurol in den Destillaten nachweisbar wire. 

Zieht man abschlieBend nunmehr die Summe der Mengen alle) 
dieser im einzelnen nachgewiesenen und bestimmten Bausteine des 
Molekiils der Pektinsdure des Flachspektins, so ergibt sich nachstehende 
Ubersicht, die gleichzeitig beweist, daB andere Bestandteile neben den 
von uns gefundenen kaum noch in Frage kommen kénnen. 

Die vollkommen getrocknete Flachs-Pektinsaure liefert demnach 
bei totaler Aufspaltung folgende Substanzmengen: 


d-Galakturonséure (+ d-Glykuronséure?) . 61,15 Proz. 
Ee ee ee ae ee ee 4,13 ,, 
Essigséure 8,62 ,, 
1-Arabinose 5 Sadie eacoty 10.9 ,, 
Se Fee ee ee ae eee ee | Ue 
a ene 
Aache (ale Carbomat). . . 1. 2.16 2 ses ? 


wv 


Im ganzen . . . 110,3 Proz. 


—— — PS PO ee 


Da bei der Hydrolyse der Pektinsiure entsprechende Menger 
Wasser aufgenommen werden, iiber die sich zunachst nichts aussagen 


1) Zeitschr. f. analyt. Chem. 48, 167, 1909. 

2) Ber. 38, 143, 1900. 

%) a.a. O. 

*) a. a. O. 

5) Ber. 30, 1195, 1897. 

*) Ellett und Tollens, Ber. 38, 492, 1905; W. Mayer und Tollens, Ber. 40, 


2441, 1907. 
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lait, so muB naturgemaB die Gesamtmenge der Bausteine nicht un- 
betrachtlich mehr als 100 Proz. betragen. 

Wenn auch durch Vervollkommnung der Darstellungs- und 
Analysenmethoden einzelne der erhaltenen Zahlenwerte vermutlich 
spiter noch geringe Korrekturen erfahren werden, so ist es doch jetzt 
bereits méglich, sich ein annahernd richtiges Bild von der Zusammen- 
setzung der Flachs-Pektinsiure zu machen, und es erscheint durchaus 
gangbar, auf Grund dieser Analysenergebnisse und auf Grund der 
ermittelten MolekulargréBe eine Bruttoformel dieser Verbindung ab- 
zuleiten. Geht man naimlich von der Annahme aus, daB 4 Molekiile 
Galaktaronsiiure!), 2 Molekiile Methylalkohol, 2 Molekiile Essigsiure 
und je 1 Molekiil Arabinose, Xylose und Galaktose sich unter Austritt 
von 10 Molekiilen Wasser zusammengeschlossen haben, so wiire die 
Bruttoformel der Flachs-Pektinsdiure Cy, Hgg0y9, und die Hydrolyse dieser 
Verbindung ware durch folgende Gleichung zu veranschaulichen: 

Cup Hog Op + 10 H,O = 4, H,,0, + 2CH,OH 
Flachs-Pektinséure Galakturonsiure Methylalkohol 
2CH,CO,H + C5HyO, + CyHyO5 + CoH 2% 

Essigsaure Arabinose Xylose  Galaktose 

Die Flachs-Pektinsdéure wire also als eine Diacetyl-Arabing-X ylo- 
(alakto-dimethox y-T etragalakturonsdure aufzufassen. 

Die nachfolgende Zusammenstellung der aus der Theorie er- 
rechneten und der experimentell gefundenen Prozentzahlen fiir die 
einzelnen Bausteine und fiir das gesamte Molekiil der Pektinsaure gibt 
einen recht guten Beweis fiir die Richtigkeit der aufgestellten Forme] 
und Gleichung: 





Prozente des Molekils der 
Molekular- Flaehs-Pektinsaure 
gewicht —— —————— 
k i t Ay A *) 





. Galakturonsaure 776 61,56 61,15 
Methylalkohol ..... . 64 5,08 4,13 
ee 120 9,52 8,62 
Arabinose , 150 . 11,90 10,90 
eer ae 150 11,90 10,90 
Galaktose gira 180 14,28 13,60 

1440 11425 | 109,30 

—10 Mol H,O = — 180 —11425 . —1425 


C ye Hes Org 1260 100.00 | 95,05 
Asche: 1,00 


*) In der vollkommen getrockneten Pektinsiure. 96 05— 


1) Es bleibe hierbei zundichst noch unentschieden, ob und inwieweit 
diese etwa durch Molekiile der Glykuronséure ersetzt sind. 
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Durch die Methode der Gefrierpunktserniedrigung wurde ci, 
Molekelgewicht der trockenen Pektinsiure von 1421 gefunden, das 
leidlich mit dem theoretisch errechneten Werte von 1260 stimmt. 
wenn man beriicksichtigt, daB es sich um eine kolloidale, nicht ganz 
volikommen von Aschebeimengungen befreite Substanz handelt. Dic 
Ubereinstimmung ist aber eine merkwiirdig gute, wenn man die nicht 
unwahrscheinliche Annahme macht, daB die véllig getrocknete Pekt in. 
siure aus wisseriger Lésung in ahnlicher Weise Wasser anzieht uni 
ihr Molekiil dadurch vermehrt, wie dies an der Luft geschieht, wobe; 
eine durchschnittliche Wasseraufnahme von 12 bis 15 Proz. erfolgen 
kann. Nehmen wir an, dab auf diese Weise eine VergréBerung des 
Molekiils um 10 Mol. Konstitutionswasser = 14,25 Proz. eintritt, so 
wire der errechnete Wert von 1440 fast identisch mit dem wirklic) 
gefundenen. 

Die Werte der bei der Elementaranalyse der Pektinsiure beob- 
achteten Zahlen decken sich ebenfalls innerhalb der hier méglichen 
Fehlergrenzen annihernd mit der Theorie: 

In Prozenten der trockenen Pektinsiure 
Fiir CygH gO berechnet: € 43,81 H5,39 050,80 
Nach Abzug der Asche gef.:C 43,21 H 5,67 O 51,12 
C 42,91 H 5,89 O 51,20 
C 42,89 H 5,68 O 51,43 


In der Erwigung, daB die Flachs-Pektinsiure ahnlich wie die 
Pektinsiure aus Riiben eine Estersiure darstellt und daB von den 
vier Carboxylgruppen der in ihr enthaltenen 4 Molekiile Galakturon- 
siure zwei esterartig an Methylalkohol gebunden, zwei aber, die vorher 
durch Calcium und Magnesium abgesittigt waren, unbesetzt sind, 
wiirde sich fiir die freie Flachs-Pektinsiure die erweiterte Formel 


Cy Heo Ogo - (COOCH,), . (COOH), 


ergeben. Bei Annahme von zwei freien Carboxylgruppen miiBte sich 
demnach theoretisch fiir 1g Pektinsiure eine Aciditat entsprechend 
15,9 cem n/10 NaOH berechnen, wahrend tatsichlich Werte wie 15,2, 
15,2, 15,7, 16,4, 15,7, 15,8, 15,6 usw. bei der Titration gegen Phenol- 
phthalein gefunden wurden. 

Um die Ubersicht vollstandig zu machen und einen besseren Ver- 
gleich mit der Zusammensetzung des Riibenpektins!) zu erméglichen, 
sei im folgenden ein Schema des Abbaus des Flachspektins und der dabei 


erhaltenen Spaltprodukte gegeben. 


1) F. Ehrlich und v. Sommerfeld, diese Zeitschr. 168, 263, 1926. 
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Flachs-Pektin, 
in kaltem Wasser unldslich, durch heiBes Wasser gespalten und gelést zu 
| 


v 
Hydropektin 
in 70proz, Alkohol 


Hexopentosan (linksdrehend) Ca-Mg-Salz der Pektinsdure 
Cy;HygO., (und Ligninsaéure ?), (rechtsdrehend) 
durch Saéurehydrolyse mit Salzsiure und Alkohol 
a8 3 
/ ‘ Mite! 
a , “ ~ 
l-Xy- 1-Arabi- d-Frue- d-Galak- 
lose nose tose tose 


Pektinsdure, 
Cio Hog + 10 1,0, 
durch Saéurehydrolyse 


v 
Digalakturon- 
adure b, 
CyHyO(CO.H), 


< 
<= 


Meth ylalkohol 


d-Galak 
turonsdure, «< 
COM 
ssigsdure 
l-X ylose < 
d-Galaktose « 


C,H,0, 
séure (7) 


E. 
l-Arabinose < 


d- Glykuron- 


Sieht man zuniachst von besonderen Einzelheiten ab, so ist die 
Analogie in der Zusammensetzung des Flachs- und Riibenpektins eine 
sehr weitgehende, da beide Arten von Pektinstoffen unter der Ein- 
wirkung von heiBem Wasser leicht in alkohollésliche Polysaccharide 
und in den Komplex der Pektinsiiure zerfallen, die in Alkohol un- 
léslich ist. 

Beide Pektinarten und besonders die aus ihnen gewonnenen Pektin- 
siuren, die nur wenig voneinander verschiedene MolekulargréBe und 
Elementarzusammensetzung entsprechend den Formeln (C,,;H¢03, 
(Riibe) und CyHggOy (Flachs) besitzen, weisen bei weitergehender 
Spaltung im wesentlichen die gleichen Bausteine offenbar in analoger 
Anordnung auf. Merkbare Unterschiede zeigen aber im Verhiltnis zu 
den Pektinsiuren in den Hydropektinen beider Pflanzen die Anteile 
der alkoholléslichen Polysaccharide, die bei der Riibe nur 4/, bis 4/3, 
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beim Flachs mehr als die Hialfte betragen. Sie differieren auch stark 
in der Zuasmmensetzung, da die betreffende Fraktion des Riiben- 
hydropektins, das Araban, nur Arabinose enthalt, das Hexopentosan dc. 
Flachspektins aber viel komplizierter auBer aus Arabinose noch aus 
Xylose, Fructose, Galaktose und einer noch naher zu erforschendey 
Ligninsiure aufgebaut ist. 

Es ist aus vielerlei Anzeichen herzuleiten, daSZ wahrend des Wachs. 
tums der Pflanze gewisse Verainderungen und Umwandlungen im 
Molekiil der Pektinstoffe vor sich gehen, wobei sich anscheinend aus 
dem Pektinsiurekomplex sekundiir diejenigen leicht abspaltbaren 
Polysaccharide bilden, die sich dann in alkoholléslicher Form im 
Hydropektin vorfinden. So erscheint z. B. die Entstehung des Arabans 
im Riibenpektin durch CO,-Abspaltung aus der Galakturongruppe 
der Pektinsiure durchaus denkbar und ebenso die eines Xylans aus 
Glykuronkomplexen. Im Sinne dieser genetischen Anschauung wiire 
das Flachspektin gegeniiber dem Riibenpektin als eine intramolekular 
viel weitergehend umgewandelte Substanz aufzufassen, die vermutlich 
auch noch anderen, tiefer greifenden biochemischen Reaktionen unter- 
legen war, wie sich aus manchen pflanzenphysiologischen Betrachtungen 
folgern laBt. 

Mit dieser Auffassung steht durchaus im Einklang, daB im Riiben- 
hydropektin die Pektinsaiure noch zu ?/, bis 44, vorhanden ist, im Flachs- 
hydropektin aber weniger als die Halfte ausmacht. Was den inneren 
Bau dieser Verbindungen anbetrifft, so erscheint es von gréBter Be- 
deutung, daB das Hauptgeriist beider Komplexe iibereinstimmend 
4 Molekiile Galakturonsiiure bilden, die untereinander verkittet sind, 
indem zwischen den Aldehyd- und Hydroxylgruppen Wasseraustritt 
erfolgt ist, wihrend von den vier freien Carboxylgruppen nach Art 
einer Estersiure zwei mit Methoxylresten behaftet sind. An dem Galak. 
turonkomplex hingt mit einer besonderen Bindung in der Riiben- 
Pektinsaure ein Disaccharid, bestehend aus Arabinose und Galaktose, 
in der Flachs-Pektinsaiure ein Trisaccharid, bestehend aus Arabinose, 
Xylose und Galaktose. Diese Monosaccharide sind unter sich in jedem 
Falle glykosidartig gebunden und durch Laugen in der Kilte von dem 
Galakturonkomplex loszuldésen, wobei sie miteinander nach Art von 
Polysacchariden verkniipft bleiben, die erst durch Saurehydrolyse sich 
in reduzierende Zucker verwandeln. Jede Pektinsiure enthalt auBerdem 
noch Acetylgruppen, die aus Riiben drei, die aus Flachs zwei, die ver- 
mutlich nicht am Galakturonkomplex, sondern an den Kohlenhydrat- 
gruppen befestigt sind. Dafiir spricht auch, daB schon durch kalte 
Barytlauge wohl die Digalakturonsiuren von den Zuckermolekiilen 
loszulésen sind und als unlésliches Bariumsalz ausfallen, die Ab- 
sprengung der Essigsiiure aber erst beim Behandeln des Filtrats, in 
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dem sich die Polysaccharide befinden, mit heiBem Barytwasser erfolgt. 
Entsprechend dem Mehrgehalt an Xylose, durch die sich die Flachs- 
Pektinsiure wesentlich von der aus Riiben unterscheidet, enthalt sie 
weniger Methylalkohol und Essigsiure im Molekiil als letztere. 

Als wichtiger Unterschied im Verhalten beider Verbindungen ist 
schlieBlich noch die Tatsache hervorzuheben, daB mit Sauren und 
Laugen aus der Riiben-Pektinsiure die Digalakturonsiuren a und b 
abzuspalten sind, aus der Flachs-Pektinsaure aber nur die Digalakturon- 
siure b. Es deutet dies auf eine Verschiedenheit im Aufbau des Galak- 
turonkomplexes oder der Bindungen innerhalb desselben hin. Wie schon 
bemerkt, kénnte aber diese Erscheinung auch vielleicht dadurch zu 
erklaren sein, daB 1 oder 2 Molekiile Galakturonsaure in der Flachs- 
pektinsiure durch Glykuronsaure ersetzt sind, wodurch die Entstehung 
der schwerléslichen Digalakturonsiure a verhindert wire. 

Es ist wohl méglich, daB mit dieser Differenz in ihrer Struktur 
auch die Unterschiede hinsichtlich der Gelbildung beider Pektinsiuren 
im Zusammenhang stehen. Die Riiben-Pektinsiure selbst und ihre 
Salze neigen viel mehr dazu, aus Lésungen gefallt, gallertartige Nieder- 
schlage von kolloidalem Charakter zu bilden, wie die Flachs-Pektinsaure, 
die haufig nur in flockigen, grieBigen Ausscheidungen auftritt und 
der Gelbildung viel weniger leicht unterliegt. 

Es wird in dieser Hinsicht von besonderem Interesse sein, die 
vorliegenden Untersuchungen iiber die chemische Struktur der Pektine 
und Pektinsiuren auf diejenigen Pektinstoffe auszudehnen, die sich 
wie die der Obstfriichte hervorragend durch ihre intensive Gelbildung 
auszeichnen. Hieriiber wird spiter berichtet werden. 


Experimenteller Teil. 


1. Die Umwandlung des Flachspektins in Hydropektin und seine zweckmibige 
Darstellung. 


Das zu der vorliegenden Untersuchung benutzte Rohmaterial, das uns 
von der Zuckertabrik Gebriider Schoeller & Co., Rosenthal bei Breslau, 
zur Verfiigung gestellt wurde, bestand aus einem im Jahre 1923 auf den 
Feldern in der Nahe von Breslau gewachsenen und getrockneten normalen 
Strohflachs von durchschnittlich 12,54 Proz. Wassergehalt (bei 110° 
getrocknet). 

Von diesem wurden 100g unter Knickung der ganzen Stengel, die 
entsprechend zusammengepreBt wurden, in einem 5 Liter fassenden 
Emailletopf eingelegt und zunichst vier- bis fiinfmal hintereinander mit 
je 2 Litern destillierten Wassers bei 55 bis 60° je 1 Stunde ausgelaugt, wobei 
der Flachs sich stets véllig unter Wasser befand. Nach jedesmaliger Be- 
endigung der Auslaugung wurde vom Extraktionswasser abgegossen und 
der Flachs scharf unter einer Hebelpresse abgepreBt. Nach viermaliger 
Auslaugung zeigte der zuletzt erhaltene wasserige Extrakt auf Priifung 
mittels der a-Naphtholreaktion Abwesenheit von Zucker. Um die bis dahin 
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Beobachtungen iiber periodische Auslaugungen von 10) 





Angewandte 
enge Reduktion 
rr ~ von Orcin- 
, assers 1 Fehling- reaktion 
Ausleugung (jedesmal scher Lésung 
erneuert) 


Dauer des | Temperatur 
Erhitzens der 


Ly 
4 
a 


50° 2 Liter + 0,60 
50 + 015 
50 + 0,10 


90 + 0,15 
100 + 0,05 
100 + 0,10 
100 + 015 
100 + 0,10 
100 + 0,10 
100 + 0,05 


121 +. 0,60 
121 + 0,60 
121 + 0,50 
121 + 0,40 
121 + 0,30 
121 + 0,20 
121 + 0,20 
121 + 0,10 
121 + 0,10 
121 + 0,10 
121 + 0,10 
121 + 0,05 


135 _ —0,10 
135 — 010 
135 0 
135 0 
135 0 + 
Aus 100g lufttrockenem Strohflachs Gesamtausbeute an Pekti) 


iio. fh) —- 
bohobonononors reres 


ssss3s : 3s 3 
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1 
l 
l 
1 
l 
l 
l 
l 
l 
1 
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Erklarungen der Zeichen fiir den Ausfall der Reaktionen: + 


noch ungelésten Pektinstoffe in Lésung zu bringen, wurde nunmehir die 
Auslaugung der Flachsstengel mit kochendem Wasser bei 100° C systematisch 
fortgesetzt. Die dabei erhaltenen hellgelben Extraktfliissigkeiten wurden 
durch Leinwand koliert und in groBen Porzellanschalen auf dem Wasserbade 
zur Trockne eingedampft. Vorher waren die einzelnen Lésungen auf ihr 
Polarisationsvermégen, auf ihr Verhalten gegen Fehlingsche Lésung, gegen 
Orcinsalzsiure auf Pentosen untersucht und ihre Aciditaét durch Titration 
durch n/10 Natronlauge gemessen worden. Durch das schonende Ein 
dunsten auf dem Wasserbade konnte das Hydropektin in Form von hell- 
braunen Blaéttchen gewonnen werden, welche mit Hilfe eines Spatels aus 
den Schalen herausgekratzt und nun bei 105°C getrocknet und gewogen 
wurden. Die obige Tabelle gibt eine Ubersicht iiber den Verlauf der 
ausgefiihrten Priifungen wie iiber die Ausbeuten, welche bei den einzelnen 
Auskochungen gewonnen werden konnten. Zur Ermittlung der Mengen ce: 
alkoholléslichen und -unléslichen Bestandteile des Hydropektins wurden «ie 
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em Strohflachs mit Wasser verschiedener Temperaturen. 





| 


Von der Trocken- Drehung der 
substanz sind in alkohohschen 
70proz. Alkohol Lésung der aus- 

‘ gelaugten 


léatich | unléslich  TTOCKenoubst. 


Aus 100 g lutt- 

trocken. Stroh- 

flachs wurden 
erhalten 
Trocken- 
substanz 


Orcinreaktion 
roz 
Alkohol Vee. 
lichen Trockens | 
substanz 
Orcinreaktion | 
der in 70 proz. 
Alkohol unlés+ 
lichen Trocken- | 
substanz 
Naphthoresors 
vinreaktion der | 
in 70proz. 
Alkohol unlés! 
Trockensubst 


der in 70 


8 8 «p) in © Sacch. 


| 12,91g in Wasser von 50° lésliche Extraktstoffe der Flachsstengel 


0.45 0.15 0 schw. + 
0,14 0 + 
0,19 — 0,05 . 1. 4 
0,11 — 0,05 4 ++ 
0,10 -0,1 ++ 
0,12 0 + 
0,14 0 + 


0,84 — 0,4 +- ++ 
1,03 — 0,2 }- <f. 
0,55 —0,1 of. <f. bol 
0.48 —O01 §. f ofp of. 
0,39 —0,1 r “we 
0,29 —0,1 ++ +4 
0,16 — 0,2 . + 
0,12 —0,1 ~+ + 
017 —04 4 ++ 
0,15 — 05 . ++ 
0,10 — 05 + 
0,14 — 05 +4 H+ 


0,08 — 05 +4 +4 
0,02 —O5 +4 +4 
0,02 a= 05 i ++ 
0.07 —05 re HH 
0,05 —05 + + 


5,71 


stoffe mit 
gelaugt 


koch. Wasser 
hei 100° aus- 


317g Pektin- 


ektinstoffe bei 
berdruck aus 


’ 


gf 
~gelaugt. 


1 Atm. U 





11,214 


2 Atm. 


Uberdr. 
ausgelaugt 


1769 Pek- 
tinstoffe bei 


rk positiv, schw.+ schwach positiv, — negativ. 


einzelnen Trockenriicksténde jeder Auslaugung in der zehnfachen Menge 
70proz. Alkohols 24 Stunden unter wiederholtem Umschiitteln suspendiert, 
der alkoholische Extrakt durch Filtration von den unléslichen Riickstanden 
getrennt, welche nach Trocknen bei 105° gewogen wurden. So konnten 
bereits bei diesen Vorversuchen die beiden Hauptkomponenten des Hydro- 
pektins, das in Alkohol lésliche Hexopentosan und das unlésliche Calcium- 
Magnesiumsalz der Pektinséure beziiglich ihres ungefaihren gegenseitigen 
Gewichtsverhaltnisses wie ihrer Reaktionen gegen Orcin auf Pentosen und 
Naphthoresorcin auf Aldehyd- bzw. Ketozuckerséuren untersucht werden. 
Die Ergebnisse dieser Versuche wie das Mengenverhialtnis der alkohol- 
léslichen zu den unléslichen Anteilen des Hydropektins sind ebenfalls in 
der umstehenden Ubersicht zusammengestellt. 

Nach sieben Auslaugungen erschien es infolge des Riickganges der 
Ausbeute ratsam, die Temperatur durch Erhéhung des Druckes auf 1 Atmo- 
sphare Uberdruck zu steigern. Dazu wurden dieselben vorher ausgelaugten 
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100 g Strohflachs in einem Porzellanbecher im Autoklaven wiederholt mit 
Wasser weiter ausgekocht. SchlieBlich wurde durch weitere fiinf Aus. 
laugungen bei 2 Atmosphairen Uberdruck die Extraktion bis zur Erschépfuny 
durchgefiihrt und so insgesamt eine Ausbeute von 16 Proz. an rohem H ydro. 
pektin aus lufttrockenem Strohflachs erzielt. 

Aus dem Ansteigen der Linksdrehung bei der Behandlung im Auto- 
klaven und aus der stirkeren Dunkelfirbung der erhaltenen Produkte 
lieB sich folgern, da®8 das rechtsdrehende Calcium-Magnesiumsalz de: 
Pektinséure unter diesen Bedingungen bereits Zersetzungen erfahrt, di: 
sich bei Erhéhung des Druckes noch steigern. Daher wurde im folgenden, 
um mdglichst schonend zu arbeiten und ein méglichst wenig zersetztes 
Rohprodukt zu gewinnen, nur mit kochendem destillierten Wasser bei 
gewohnlichem Druck erhitzt. Am zweckméBigsten gestaltete sich die 
Extraktion, wenn 1 kg Strohflachs mit je 10 Litern destillierten Wassers 
etwa zehn- bis zwélfmal ausgekocht wurde. Unter Beibehaltung der oben 
beschriebenen Behandlung wurden dann die Extrakte auf dem Wasserbad 
zur Trockne verdampft. Auf diese Weise konnten aus 1 kg Strohflachs 
60 bis 70 g Hydropektin gewonnen werden, wenn vorher Zucker und andere 
direkt lésliche Stoffe des Pflanzensaftes durch vier bis fiinf aufeinander 
folgende Extraktionen bei 50 bis 60°C aus dem Rohmaterial entfernt waren. 


2. Die Trennung des Hydropektins in ein Hexopentosan und ein Calcium- 
Magnesiumsa}z der Pektinsiure. Lignin-Harzsiiure als Nebenprodukt. 


Zur weiteren Trennung der Hydrolysenprodukte wurden jedesma! 
60 bis 70 g Hydropektin nach feinem Pulverisieren in einer ungefahr 20fachen 
Menge 70proz. Alkohols unter haufigem Umschiitteln suspendiert. Nac! 
24 Stunden wird abfiltriert, mit 70proz. Alkohol nachgewaschen und nun 
am RiickfluBkiihler mit je 1 Liter 70proz. Alkohol je 1 Stunde so oft aus- 
gekocht, bis die Drehung der alkoholischen Filtrate méglichst auf 0° ge- 
sunken ist. Der Filterriickstand stellt das Calcium-Magnesiumsalz de 
Pektinsdure dar. Folgende Tabelle gibt ein Beispiel fiir die Erschépfung cer 
Extraktionen, beobachtet durch den Abfall der einzelnen Drehungen der 
Ausziigs: 

Drehung des alkoho- 


lischen Filtrats (/ = 0,5) 
in Graden Sacch. nach : 


1. Suspension des Hydropektins. ....... —0,7° 

2. Auskochung , > kum taco eee 
f ‘ nia thas sat soo 
” ” ° pe Se 

0 


- - . 


Die alkoholischen Filtrate enthalten das Hexopentosan gelést. Zu 
dessen Gewinnung werden die vereinigten alkoholischen Extrakte im 
Vakuum bei etwa 35° stark eingeengt. Dabei zeigt sich, daB sich ein grau- 
brauner, fein verteilter, reichlicher Niederschlag ausgeschieden hat, dessen 
Trennung von der eingedampften Lésung sich als sehr schwierig erweist. 
Seine Filtration gestaltet sich héchst zeitraubend, da der harzartige 
K6érper sehr bald die Poren des Filters verstopft. Zu seiner vorlaufigen 
Untersuchung wurde daher zunachst nur dekantiert und der Riickstand auf 
einem Tonteller getrocknet. Auf Grund seines auBeren Verhaltens und 
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seiner Reaktionen scheint zu folgern, daB es sich bier um eine dem Lignin 
ahnliche Harzsaéure handelt, die sich wie folgt verhalt : 


kaltem Wasser ... . . fast unldéslich 
, kochendem Wasser .. . zum Teil léslich, fallt in der 
Kalte wieder aus 
Natronlauge oes] 
Natriumearbonat . . . . ‘leicht léslich mit tiefbrauner Farbe 
, eno 6S Sy | 


Salzsfiure ..... . . . . fallt den Kérper aus seiner 
alkalischen Lésung wieder 
aus 


Diese letzte Beobachtung zeigte einen Weg zu seiner weiteren Reinigung. 
Die Lignin-Harzséure, wie dieser Kérper vorlaufig benannt sei, wurde in 
Natronlauge gelést und mit Salzséure wieder zur Abscheidung gebracht. 
Auf diese Weise viermal umgefallt, wird sie mit Wasser gewaschen und bei 
105° getrocknet. Nunmehr zeigt sie die folgenden Reaktionen : 


In kaltem Wasser .... . . . unldslich 

In kochendem Wasser . . . . . wenig léslich 
Fehlingsche Lésung ... . . . nursehrschwach reduziert 
Oreinreaktion ...... . . . negativ 

In 96proz. Alkohol . . . . fast’ unléslich 

In 50- bis 60proz. Alkohol . . . « léslich 

In Ather . . . . . unléslich 

a- -Naphtholreaktion ows. e s omer 


Die in dieser Weise gereinigte Substanz zeigte deutlich die als typisch 
fir Ligninsduren von Marcusson') beschriebenen Schwelreaktionen. 

Zu diesem Zwecke wurde | g Substanz in einem Glasrohr der Schwelung 
unterworfen und die dabei entweichenden Gase und Dampfe durch Ab- 
kiihlung und in alkoholischer Salzsiure aufgefangen. Das iibergehende 
Schwelwasser farbte fuchsinschweflige Saéure rot, reduzierte ammoniakali- 
sche Silberlésung sofort in der Kalte und yab mit Anilinacetat eine intensive 
Rotfarbung. Beim Verdampfen hinterlie8 das erhaltene Schwelwasser 
ein gelbbraunes ©], welches beim Erhitzen mit Salzséure Huminséuren 
lieferte, die bis auf geringe Reste in Natronlauge léslich waren. Die alko- 
holische Salzsiure hatte sich wahrend des Versuchs dunkelbraun gefarbt. 
Sie wurde unter Zusatz von etwas konzentrierter Salzsiure zur Trockne 
verdampft. Dabei blieben schwarzbraune, in Natronlauge nur sehr wenig 
lésliche Kondensationsprodukte zuriick. 

Der Ausfall dieser Reaktionen spricht fiir die Anwesenheit von Furan- 
kernen, wie solche in Ligninséuren beobachtet sind. 

Zum Beweis dafiir, daB das Hexapentosan und die Ligninsdure in 
freier Form sich in den Flachsstengeln nicht vorfinden, sondern orst durch 
die Einwirkung von heiBem Wasser daraus abgespalten werden, wurden 
folgende Versuche angestellt: 


1 kg gehackselter Strohflachs wurde fiinfmal mit je 15 Liter destillierten 
Wassers bei 55° C ausgelaugt. Bei der fiinften Extraktion zeigte das Ablauf- 


1) a. a. O. 
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wasser keine Reaktion mit a-Naphthol auf Zucker. Der ausgelaugte Flac/)s 
wurde dann gut abgepreBt und an der Luft getrocknet. 

Nunmebr wurden 250g dieses getrockneten Strohflachses in eine) 

groBen Glaskolben mit 3 Liter 70proz. Alkohol 3 Stunden am Riickflui- 
kibler gekocht und die Lésung hei8 filtriert. Beim Abkiihlen scheidet sic} 
aus dem Filtrat ein griinlicher Niederschlag (0,5g)ab. Die von neuem filtrierts 
dunkelgriin gefarbte alkoholische Lésung hinterlaBt beim Verdampfer 
im Vakuum einen braunlichen wachsartigen Riickstand, der bei Wasserbac- 
warme schmilzt und in der Kialte wieder erstarrt. Eine auf diese Weise 
dreimal durchgefiihrte erschépfende Extraktion lieferte im ganzen 4,0 » 
ixtraktstoffe, die in Wasser unldéslich waren und im wesentlichen aus 
Chlorophyll, Xanthophyll, Fetten und wachsartiger Masse bestanden. 
Hexopentosan oder irgendwelche anderen Kohlenhydrate waren darin nicht 
vorhanden, ebensowenig war die Ligninsdure darin nachweisbar. 

Der mit Alkohol ausgekochte, gut nachgewaschene und an der Luft 
getrocknete Strohflachs wurde dann mit 6 Liter destillierten Wassers 
2 Stunden lang bei 100°C ausgekocht. Aus den kolierten Extraktfliissig- 
keiten erhielt man beim Verdampfen 3,3 q Hydropektin. Dies bestand zu 
etwa 1,8 g¢ aus alkoholléslichem Hexopentosan, in dem auch die Ligninsdur: 
nachweisbar war. 

Zum Vergleich wurden noch 250g des oben erhaltenen, nicht mit 
Alkohol vorbehandelten Strohflachses genau so mit heiBem Wasser extra- 
hiert und dabei im ganzen 3,0 g Hydropektin gewonnen., 


3. Das Hexopentosan und seine Spaltprodukte. 


Zur Trennung des Hexopentosans von der beigemengten Harzséure und 
zu seiner weiteren Reinigung wurden die wie oben beschrieben mit 70proz. 
Alkohol aus Hydropektin erhaltenen Extraktlésungen im Vakuum bei 35° 
eingedampft und aus dem trockenen Riickstande nunmehr das Hexopentosan 
mit kaltem Wasser herausgelést. Die wisserigen Filtrate lieferten dann 
beim Verdunsten im Vakuum das Hexopentosan in der Form, wie es fiir die 
folgende Untersuchung Verwendung fand. Es stellt eine dunkelbraun 
gefairbte kérnige Masse dar, die, zu Pulver zerrieben, sich mit briéunlicher 
Farbe in Wasser lést. Die Lésung reduziert hei® Fehlingsche Lésung 
direkt nur wenig, aber kraftig nach Erhitzen mit Salzséure, und gibt starke 
Orcinreaktion auf Pentosen. 

Zu der folgenden Untersuchung wurde das Hexopentosan iiber P,O, 
im Vakuum bei 100° 7 Stunden getrocknet. 


Spezifische Drehung. 0,3 g¢ trockene Substanz, in 10 ccm H,O geldést, 
ergaben im 1-dm-Rohr eine Drehung von — 0,69°. Daraus berechnet sich 


[a]jp = — 23,1". 


lg trockenes Hexopentosan neutralisiert gegen Phenolphthalein 
4,7cem n/l10 NaOH. Es war also noch durch geringe Séiuremengen ver- 
unreinigt, vermutlich Essigsiure und Spuren mit in Lésung gegangener 
Pektinséure. Die Substanz liefert, nach Tollens-Kriiger mit 12 proz. Salzséure 
destilliert, deutlich Furfurol, das im Destillat mit Phloroglucin gefillt 
und bestimmt wurde: 


1. Angewandt: 0,6354g trockenes Hexopentosan. 
Gefunden:  0,1600g Furfurolphloroglucid. 
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Danach berechnet sich auf Grund der Aréberschen Tabellen'): 
Pemba wc lk wt Sw et RR ee: 
SO Ee ae ee o9 


2. Angewandt: 0,6160 g trockenes Hexopentosan. 
Gefunden:  0,1510g Furfurolphloroglucid. 


Danach berechnet sich: 
eer gs 
i res 5 nw ck et em eee 


Es wurde nunmehr versucht, das Hexopentosan weiter zu reinigen, 
indem man es aufeinander folgenden Auskochungen mit Alkohol fallender 
Konzentration unterwarf. In den Extrakt des Alkohols, dessen Konzen- 
tration anfangs 96 Proz., schlieBlich 65 Proz. betrug, gingen wechselnde 
Mengen linksdrehender Substanz iiber, deren spezifische Drehung von 

23° bis —-- 144° stieg. Einheitliche Kérper lieBen sich dabei nicht isolieren, 
es scheint sich hier um ein Gemisch verschiedener Zuckeranhydride zu 
handeln. 

Zum Zwecke der Extraktion wurden 10g Hexopentosan fraktioniert 
ausgekocht mit je 200 ccm Alkohol, dessen Konzentration allmahlich von 
96 auf 65 Proz. herabgesetzt wurde. Die sich dabei ergebenden alkoholischen 
Extrakte wurden polarisiert, im Vakuum bei 40° zur Trockne verdampft 
und gewogen. Die Trockenriicksténde wurden in wassriger Lésung auf 
ihre spezifische Drehung und auf ihren Saéuregehalt untersucht. 





1 
Polarisation | Gewicht dee | 1g Extrabt news | Spent. Drehung 


Nr Gewichts- rr tochenen — | oe oe ’ 
des alkohol. prozente des  alkoholischen | Fy traktes Na gegen -xtraktes in 
Extraktes Alkohols Lésung | Phenolphthalein wassriger Losung 


® Sacch. (7 = 1) | 2 com lelp 


— 0,5° 1,65 4,7 - 23,2° 
0,75 4,4 - 27,1 
0,57 4,1 29,8 
0,60 3,8 26,2 
0,85 3,4 - 32,9 
0,90 \ 31,1 
0,30 3, 37,6 
0,16 54,0 
0,17 53,1 
0,23 66,8 
0,21 - 62,9 
0,31 k 78,1 
0,65 —102,3 
0,60 —107,0 
0,70 2.2 —14,1 


CwMWHAOU SF Wh 
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Zuriick blieb eine tief dunkelbraun gefirbte Masse (etwa | g), deren 
Lésungen nicht mehr polarisierbar waren. 

Das im Extrakt Nr. 6 erhaltene Hexopentosan wurde nach vierstiindiger 
Trocknung bei 78° im Vakuum gesondert untersucht : 


1) van der Haar, Anleitung zum Nachweis von Monosacchariden usw. 
1920, S. 77. 
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Spezifische Drehung. Angewandt: 0,1419g trockene Substanz gelést 
in 10cem H,O. 
ap = ~—~ 0,44° 
l - l [a]p = —31,1°. 
c 1,419 
1g trockene Substanz neutralisiert 3,1] ccm n/10 NaOH. 
Furfurolbestimmung nach Destillation mit 12proz. Salzsdure:  Av- 


gewandt: 0,6613 g Hexopentosan Nr. 6, wie oben getrocknet. Gefunden 
0,1241 g Furfurolphloroglucid. 


Daraus berechnet sich: 


RN eal ed. ome 9 os -o RE Bes. 
PO Mate armies. es Re 


Zur Isolierung der einzelnen darin als Bausteine enthaltenen Kohlen- 
hydrate wurde das Hexopentosan der Hydrolyse unterworfen. 
Hydrolyse des Hexopentosans. 


8,5g Hexopentosan werden im Rundkolben mit 425 ccm 1 proz. 
Schwefelsiure auf dem Baboblech am RiickfluBkiibler gekocht. 





Drehung der Lésung 


&p ti 0,5) [el p 


Vor dem Kochen .. . — 0,65° — 225° 
Gekocht '/, Std... .. — 0,20 

1 i Dig eo +0 

eee + 0,25 

i See ee + 0,40 

ee ee + 0,55 

ee Se + 0,60 

Tq . + 0,60 


v 
+ 22,1° 


Nach etwa sechsstiindigem Kochen ist also die Drehung konstant ge- 
worden. Es haben sich aus der Lésung geringe Mengen Ligninséure und 
harzige Produkte abgeschieden, von denen abfiltriert wird. Zur Neutrali- 
sation wird die braunliche Lésung mit iiberschiissigem Bariumcarbonat 
kochend neutralisiert, von dem iiberschiissigen Bariumcarbonat und dem 
niedergeschiagenen Bariumsulfat abfiltriert und das Filtrat nach Klarung 
mit Blutkohle im Vakuum zum Sirup eingeengt. Dieser wird 
wiederholt mit 90proz. Alkohol ausgekocht und die vereinigten Extrakte 
erneut im Vakuum zum Sirup eingeengt, der zur weiteren Reinigung mehr- 
mals mit 90proz. Alkohol in der Kilte ausgezogen wird. Die mit Koble 
aufgekochten und filtrierten alkoholischen Lésungen ergaben beim Ver- 
dunsten einen hellgelben klaren Sirup in einer Menge von 12 g, der fiir die 
folgenden Untersuchungen benutzt wurde. 


Reaktionen des Zuckersirups. Reduktion von 
Fehlingscher Lésung in der Hitze . . . stark positiv 
Orcinreaktion auf Pentosen ........ os * 
Naphthoresorcinreaktion auf Aldehydzucker- 
ee ae ee 
Seliwano{f-Weehuizensche Ketosenreaktion . . stark positiv 
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Mit Fehlingscher Lésung titriert, zeigte der Sirup einen Gesamt- 
zuckergehalt entsprechend 7,5 g als Dextrose gerechnet. 


Spezifische Drehung des Zuckersirups auf Gesamtzucker gerechnet. 
Angewandt 0,48 g Sirup, entsprechend 0,30 g Gesamtzucker, in 10 cem 
H,O gelést. 
aj} = +- 0,49° 
An- i= 085 [a]z’ = + 32,6°, 
den c 3,0 


Furfurolbestimmung nach Destillation mit Salzsdure : 


1. Angewandt: 0,3000 g Zucker, entsprechend 0,480 g Sirup, 
gelést in 10cem H,O. 
Gefunden: 0,1478 g Furfurolphloroglucid entsprechend, 
55,9 Proz. Arabinose. 


2. Angewandt: 0,3000 g Zucker, entsprechend 0,48 g Sirup, 
gelést in 10cem H,O. 
Gefunden: 0,1464g Furfurolphloroglucid. Diese entsprechen 
55,5 Proz. Arabinose. 


Diese Prozentzahlen fiir Arabinose sowie der positive Ausfall der 
Ketosenreaktion deuteten darauf hin, daB auch Hexosen am Aufbau an 
dem Hexopentosanmolekiil beteiligt sein muBSten. Die Entscheidung 
brachten die folgenden Giarversuche: 


Gdrversuche mit ungespaltenem Hexopentosan. 


Zunachst wurde festgestellt, daB das ungespaltene Hexopentosan durch 
Brennerei- und Milchzuckerhefe nicht vergarbar ist. 

Zur Vergirung wurden angesetzt je 2ccm einer etwa 3- bis 4proz. 
ungespaltenen Hexopentosanlésung im Kluyverschen Apparat unter Be- 
nutzung eines Thermostaten von 30°C. Als Hefe wurde sowohl Brennerei- 
hefe Rasse XII als auch Lactosehefe, beide frisch von einer Reinkultur 





ge- geziichtet, in Anwendung gebracht. Als Nabrlésung fiir diese Hefen diente 
und Peptonlésung von der Zusammensetzung : 

rali- Pepton Witte ..... . . 0,5 Proz. 

nat 8 ea, | CO 

lem | SE RS “ye 

ung 

vird Es wurden jedoch auch Versuche ohne diesen Zusatz angestellt : 

ikte - 

= Heferasse Nahrlosung a oe oe ¢ Ergebnis 


/er- 


die 1.2... | Destilliertes Wasser 
Lactosehefe ...... Peptonlésung | 
i ..... . | Destilliertes Wasser 


Peptonlésung 


2 Tage Keine Garung 


Damit ist der Beweis geliefert, daS Hexopentosan nicht vergarbar ist 
und da8B es auch nicht etwa andere vergirbare Koblenhydrate als Verun- 
reinigung enthalt. Fallt also die Garung bei gespaltenem Hexopentosan 
positiv aus, so kann sie nur verursacht sein durch Hexosen, welche einen 
integrierenden Bestandteil des Hexopentosans bilden. 
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Verqdrung von gespaltenem Hexopentosan. 


Die zur Untersuchung gebrachten Lésungen wurden vdllig vor 
Bariumionen befreit, um eine etwaige schadliche Einwirkung derselben 
auf die Garung zu vermeiden. 

Zur Garung gelangt eine Siruplésung des gespaltenen Hexopentosans, 
welche der Titration zufolge 3 Proz. Gesamtzucker (als Dextrose berechnet 
enthalt. Aus dieser waren mit einigen Tropfen n/10 Schwefelséure dic 
letzten Spuren von Bariumionen herausgefallt worden, so daB die Lésung 
ganz schwach sauer gegen Lackmus reagierte. Thr wird noch dieselbe Menge 
Hefeextrakt als Nahrlésung zugefiigt, so daB nun die Konzentration der 
zur Gaérung angesetzten Fliissigkeit 1,5 Proz. Gesamtzucker betragt. Wie 
bei den vorigen Versuchen wurden auch hier frisch geziichtete Hefezellen de: 
Rasse XII und von Lactosehefe benutzt. Die Garung wurde im Kluyverschen 
Apparat quantitativ vorgenommen bei Gebrauch eines Thermostaten von 
30° C, wobei zu gleicher Zeit stets blinde Versuche eine Kontrolle fiir die 
Genauigkeit und Eindeutigkeit der Garversuche bildeten. 

1. Gdrversuch. Dauer 24 Stunden. Rasse XII entwickelt aus 3 cem 
der wie oben beschrieben vorbereiteten Zuckerlésung, enthaltend 0,045 y 
Gesamtzucker, 2,1 ccm Kohlenséure?). Diese Menge CO, entspricht 
0,0086 g¢ Fructose. Daraus berechnet sich ein Gehalt von 

19 Proz. Fructose im Gesamtzucker. 

2. Gadrversuch. Abgelesen nach 24 Stunden. Rasse XII in vollig analoger 
Weise zur Anwendung gebracht. Gefunden aus 3 ccm derselben Zucker 
lésung 2,2 cem CO,. Daraus berechnet sich ein Gehalt von 

20 Proz. Fructose im Gesamtzucker. 

Die vergorene Fliissigkeit wurde erneut mit Lactosehefe geimpft. 
Wieder trat eine Garung auf, aus welcher der Gehalt an Galaktose zu 
ermitteln war. 

Lactosehefe entwickelt ‘aus 3ccm Siruplésung, enthaltend 0,045 ¢ 
Gesamtzucker, 1,7 cem CO,, entsprechend 0,0076 g Galaktose. Die Garung 
wurde nach 48 Stunden als beendet betrachtet. Daraus berechnet sich 

17 Proz. Galaktose im Gesamtzucker. 

Ein Kontrollversuch mit der Nahrlésung ohne Siruplésungzusatz 
ergab keine Kohlenséureentwicklung. 

‘Paralldlversuche wurden im Lohnsteinschen Apparat in analoger 
Weise angesetzt. Nach 6 Stunden war die Fructose mit Rasse XII bei 30° 
volistandig vergoren. Auf Neuimpfung mit Lactosehefe setzt nach 4 Stunden 
eine weitere Kohlensaiureentwicklung ein, welche nach 48 Stunden beendet 
war; es wurden die folgenden Werte gefunden: 

Mit Rasse XII vergoren, ergibt sich: 1. 0,60 g¢ Hexose. 

2. 0,62 ¢ 

Daraus berechnet sich: 1. Fructose 20 Proz.) im Gesamt- 

2. ee 20,6 ,, | zucker 

Nach Impfung mit Lactosehefe ergibt sich: 

1. 0,5 g Galaktose entsprechend 16,5 Proz.) Galaktose im 
2. 0,522 P in 17,3... | Gesamtzucker 
Im Mitte]: 20 Proz. Fructose, 
17 ., Galaktose. 


‘) Bei all diesen Angaben ist das Volumen der Kohlensaure reduziert 
auf 0° und 760 mm. 
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Durch mikroskopische Untersuchung der vergorenen Fliissigkeit wird 
jedesmal ein gutes Wachstum der Hefe und véllige Freiheit von stérenden 
Bakterien festgestellt. Weitere Kontrollversuche zeigten, daB Galaktose 
auch bei Anwesenheit von Glucose selbst nach Zugabe desselben Hefe- 
extraktes als Nahrlésung nicht von Rasse XII angegriffen wird, sondern 
erst durch Nachimpfung mit Lactosehefe vergirt. 

Damit ergibt sich, da®B der durch Rasse XII vergorene Zucker nur 
Glucose, Mannose oder Fructose sein kann, da Galaktose von dieser Hefe 
auch im Verlauf von 6 Stunden nicht angegriffen wird?). Die Priifung des 
Zuckersirups mittels der Reaktion von Seliwano/f-Weehuizen auf Ketosen 
gibt einen so stark positiven Ausfall, so daB im vorliegenden Falle mit 
groBer Wahrscheinlichkeit nur Fructose fiir die Gairung durch Rasse XIT 
in Betracht kommt. Auf Grund dieser Untersuchungen folgt fiir die Zu- 
sammensetzung der Kohlenhydrate des Hexopentosans: 


Pentosen (l-Arabinose und |]-Xylose?). 55,5 Proz. 
RGR ck ew & a we Pie! ¢ BSP we 
SE gg ge ee ee be ag rr 


Insgesamt . . . 92,5 Proz. 


Die genaue I[dentifizierung der l-Arabinose und d-Galaktose gelang 
dureh die Darstellung einiger Hydrazone: 


l- Arabinosediphen ylh ydrazon *). 


4,6 g des oben untersuchten Sirups werden in einem kleinen Becherglas 
in 10cem H,O gelést und nach Zugabe von 50 ccm 96proz. Alkohols mit 
5g Diphenylhydrazin versetzt. Auf dem Wasserbade wird 1 Stunde zum 
Sieden erhitzt, wobei die Ausscheidung des Hydrazons in gelben Flocken 
beginnt. Nach 24 Stunden ist die gesamte Fliissigkeit zu einem hellgelben 
Kristallbrei erstarrt, der abgesaugt, mit 75proz., dann mit 96proz. Alkohol, 
schlieBlich mit Ather nachgewaschen wird. 1-Arabinosediphenylhydrazon 
1,7g in Form einer rein weiBen Kristallmasse. Zur Umbkristallisation 
wird diese in 60 ccm einer 50proz. wasserigen Pyridinlésung unter Erhitzen 
auf dem Wasserbad gelést, die Lésung mit Tierkohle entfirbt und 
filtriert.. Beim Abkiihlen scheiden sich lange, schneeweiBe, seidenglinzende 
Kristalle ab, welche nach 24stiindigem Stehen abgesaugt, mit Pyridin- 
wasser, Alkohol und Ather nachgewaschen und im Vakuum iiber Schwefel- 
siure 24 Stunden getrocknet. 1g. 


Spezifische Drehung. Angewandt 0,1000 g, l-Arabinosediphenylhydrazon 
in 10cem reinem Pyridin gelést. 
ap = + 0,29° 
t= 8 lalp = 
C= 1 
Miither und Tollens*) finden die Drehung: 
{alp = + 14,9°, 


1) Vgl. van der Haar, Anleitung 1920, 8. 108. 
*) Neuberg, Ber. 38, 2243, 1900. 
3) Miither und Tollens, Ber. 37, 312, 1904. 
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Der Schmelzpunkt des reinen véllig getrockneten Hydrazons wurde 
bei 200° beobachtet, waihrend Miither und Tollens 204 bis 205° gefunden 
haben. Zur Kontrolle wurde noch aus reiner Arabinose') das Dipheny)- 
hydrazon hergestellt. Das Gemisch aus diesem und dem aus dem Sirup 
gewonnenen Praparat schmolz ebenfalls bei 200°. 


Nachweis der Galaktose durch Oxydation zu Schleimsdure. 


1 g des beschriebenen Sirups wird in einem kleinen Becherglas 
in 12 cem Salpeterséure (vom spezifischen Gewicht 1,15) zu einer hellgelben 
Lésung gelést und im Wasserbade auf ein Drittel des urspriinglichen 
Volumens eingedampft. Die iiber Nacht gebildeten Schleimsaurekristalle 
wurden im Goochtiegel abgesaugt, mit wenig Wasser gewaschen und in 
wenig verdiinnter Natronlauge gelést. Durch Ansaéuern mit Salzsaéure und 
Einengen der Lésung wurden sie wieder abgeschieden, die Kristalle mit 
wenig kaltem Wasser gewaschen und bei 110° getrocknet. 

Der Schmelzpunkt der Schleimsaure lag bei 213°, iibereinstimmend mit 
Kent und Tollens®). 


Trennung der l-Arabinose und d-Galaktose durch die Darstellung ihrer 
Benzylphenylhydrazone. 


l-Arabinosebenzylphenylhydrazon. 2g des auf 8. 40 erhaltenen Zucker- 
sirups wurden in 15 cem 75proz. Alkohols gelést und mit der Suspension 
von 2g Benzylphenylhydrazin in 5cem 75proz. Alkohols versetzt, das 
nach gutem Umriihren in Lésung geht. Nach kurzem Erwarmen auf dem 
Wasserbad wird 24 Stunden zur Kristallisation stehengelassen. Nach 
dieser Zeit ist die Lésung in einen hellgelben Kristallbrei von /-Arabinose- 
benzylphenylhydrazon erstarrt, der abgesaugt wird und nach Waschen und 
Trocknen im Vakuum iiber Schwefelsaure 0,9 g wiegt. Nach Umkristallisieren 
aus 75proz. Alkohol und Trocknen im Vakuum iiber Schwefelsiure werden 
0,42 g reinweiBes Hydrazon gewonnen vom Schmelzpunkt 173°, der mit 
dem von Ruff und Ollendor/*) zu 174° gefundenen befriedigend iiber- 
einstimmt. 


Angewandt: 0,3084 g 1-Arabinosebenzylphenylhydrazon. 
Gefunden: 23,6cem N (20°, 753 mm). 
C,,H,.0O,N,. Ber.: N 8,48 Proz. 
Gef.: N 8,64 ,, 


d-Galaktosebenzylphenylhydrazon. Das Filtrat der zuerst erhaltenen 
Kristalle vom Arabinosebenzylphenylhydrazon wird mit demselben 
Volumen Wasser versetzt. Die Lésung triibt sich stark und 148t im Laufe 
von 24 Stunden einen kristallinischen Niederschlag im Gewicht von 0,5 g 
fallen, welcher das noch unreine, gelbliche Galaktosebenzylphenylhydrazon 
darstellt. Dasselbe zeigt noch eine schwach positive Orcinreaktion. 

Es wird aus wenig 30proz. Alkohol umkristallisiert. Die Kristalle 
des reinen Hydrazons (0,19), welche nun nicht mehr die Orcinreaktion 
geben, schmelzen scharf bei 158°. 


1) Die Arabinose war von Kahlbaum bezogen. 
2) Ann. Chem. 227, 221, 1885. 
3) Ber. 32, 3235, 1899. 
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Behrend und Hojmann') geben dafiir den Schmelzpunkt 157 bis 158° an. 


Zur Priifung des aus Hexopentosan erhaltenen Zuckersirups auf einen 
Gebalt an Xylose wurde noch die Bertrandsche Reaktion angestellt, die 
aber negativ ausfiel. 


3g Sirup in 9 ccm Wasser gelést wurden mit 4g CdCO, und 2g Brom 
versetzt und das Gemisch 20 Stunden unter haufigem Schiitteln stehen- 
gelassen. Nach Wegkochen des Broms wurde die filtrierte Lésung auf dem 
Wasserbad eingeengt und mit Alkohol versetzt, wobei sich viel Zersetzungs- 
produkte ausschieden. Von neuem filtriert ergab die Lésung beim Ver- 
dunsten einen Sirup, der, mit 96proz. Alkohol verriihrt, keine Ausscheidung 
der typischen Kristalle des Brom-cadmiumsalzes der Xylonséure erkennen 
lieB. Vgl. aber die auf S. 20 aus der Drehung des Zuckersirups gezogenen 
SchluBfolgerungen hinsichtlich seines Gehalts an 1-Xylose. 


4. Caleium-Magnesiumsalz der Pektinsiure und die freie Pektinsiure. 


Bei der vorher beschriebenen Extraktion des Hexopentosans aus dem 
Hydropektin hinterbleibt eine in 70proz. Alkohol unlésliche graubraune, 
kérnige Masse, die nach vierstiindigem Trocknen bei 105° sich gut pulveri- 
sieren laBt. Sie besteht im wesentlichen aus einem Calcium-Magnesiumsalz 
der Pektinséure. Die folgende Aufstellung gibt ein Bild von den Mengen- 
verbaltnissen der beiden Substanzen im Hydropektin, aus ganz verschiedenen 
Auslaugungen des Flachses herstammend : 





: in Proz. des Hydropektins 

Gewonnenes CasMgsSalz der - 

py we Hydropektin Pebtinsdure Hexopentosan CoMe-Sels der] ua. - 
P P P Pektinsiure Hexopentosan 

65,0 26,7 38,3 41,1 58,9 

65,5 30,1 35,4 46.0 54.0 

56.0 26,0 30,0 46,4 53,6 


Im Durchschnitt siémtlicher Untersuchungen bleibt ‘das Verhiltnis 
von Calcium-Magnesiumsalz zu Hexopentosan innerhalb von Schwankungen 
von 5 Proz. nach oben und unten konstant und betriagt etwa 45: 55. 


Zur weiteren Reinigung werden 26 g des rohen Ca-Mg-Salzes der Pektin- 
saure auf dem Wasserbad unter maBiger Erwairmung in 0,8 bis 1 Liter 
destillierten Wassers gelést. Die mit Kieselgur versetzte, sehr langsam 
klar filtrierende Lésung wird im Vakuum bei 40° auf etwa 100 ccm ein- 
geengt und mit der drei- bis vierfachen Menge 85proz. Alkohols versetzt. 
Es fallt ein hellgrauer, flockiger Niederschlag, das Calcium-Magnesiumsalz 
der Pektinsdure, das sich gut am Boden des GefiBes absetzt, so daB 
es nun leicht durch Filtration von der helJbraun gefirbten dariiber 
stehenden Fliissigkeit getrennt werden kann. Nach gutem Nachwaschen 
mit 70proz. Alkohol und méglichst vollstindigem Abtropfen wird der 
Filterriickstand erneut in Wasser gelést und nun iiber Kieselgur in 
85proz. Alkohol einfiltriert. Diese Filtration braucht bedeutend weniger 
Zeit als die erste. Auf diese Weise noch zweimal umgefillt, wird endlich 


') Ann. Chem. 366, 277, 1909. 
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der mit 70proz. Alkohol gut gewaschene Niederschlag vorsichtig vom Filte: 
abgehoben und 24 Stunden unter 96proz. Alkohol und nach erneute: 
Filtration 48 Stunden unter Ather suspendiert, wobei er allmahlich zu eine: 
kérnigen Masse zusammenschrumpft. Das auf einer Nutsche abfiltrierte. 
mit Ather nachgewaschene und scharf abgesaugte Produkt wird dann dure! 
Zerreiben im Achatmérser schnell von den letzten Resten Athers befreit 
Die Gewinnung eines farblosen trockenen Praparates hangt von der Schnellig- 
keit des Arbeitens bei diesem Trocknungsprozesse ab. Auf diese Weise 
werden 12,59 reines Ca-Mg-Salz der Pektinsdure in Form eines lockeren, 
weiBen Pulvers gewonnen, das im Vakuum iiber H,SO, vollkommen ge- 
trocknet wird. 

Mit einem noch 7 Stunden bei 100° in der Trockenpistole im Vakuum 
iiber P,O,; getrockneten Salze werden die folgenden Untersuchungen an- 
gestellt. 

Das Ca-Mg-Salz der Pektinsdure reduziert in wasseriger Lésung beim 
Kochen Fehlingsche Lésung nur schwach, 1g etwa 3,5 ccm Fehlingsche 
Lésung. 

Das Salz reagiert gegen Lackmus und Phenolphthalein neutral. 


Naphthoresorcinreaktion ... . . stark positiv 
Ee a ae ae ee ee ee rm 


Aschegehalt. 1. Bestimmung. . . 6,31 Proz. 
2. ~ ao = ie ns kohlensaure Asche 
3. 2 —as 


Die Asche enthalt hauptsaéchlich Calcium und Magnesium, nur in Spuren 
Eisen, Aluminium, Kieselsaure. 


Spezifische Drehung. 0,2020g trockenes Ca-Mg-Salz der Pektinsdure 
gelést in 10ccm Wasser. 
aj’ = 0,94 
l= 0,5 fa}? = + 98,1. 
c = 2,02 
Methoxylbestimmung nach Zeisel-Fanto-Stritar : 
1. Angewandt: 0,1702 g trockenes Ca-Mg-Salz. 
Gefunden: 0,0477g¢ AgJ. entsprechend 
3,7 Proz. Methoxyl (CH, 0). 
2. Angewandt: 0,1995 g trockenes Ca-Mg-Salz. 
Gefunden: 0,0529g AgJ, entsprechend 
3,5 Proz. Methoxyl (CH, 0). 
Elementaranalyse des Ca-Mg-Salzes der Pektinsdure. Angewandt: 


0,1959 g Ca-Mg-Salz, bei 100° im P,O,-Vakuum 4 Stunden getrocknet. 
Gefunden: 0,2880g CO,, 0,0991 g H,O, 0,0134 g Asche. 


Daraus berechnet sich: 6,84 Proz. Asche. 


C 40,28 H 5,69 auf aschenhaltige Substanz bezogen. 
C 43,04 H6,07 ,, aschefreie ea - 
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Furfurolbestimmung nach Destillation mit Salzsdure. Angewandt : 
0.4033 g trockenes Ca-Mg-Salz. Gefunden: 09,1500 g Furfurolphloroglucid, 
scheinbar entsprechend 


Pemtogam ........ « 86,88 Pros. 
NR re a gr tate oe 


Darstellung der freien Pektinsdure aus dem reinen Calcium-Magnesiumsalz. 


5,9 g des eben beschriebenen Ca-Mg-Salzes werden in 100 ccm destillierten 
Wassers gelést und mit 4,7 cem 10proz. Salzséure versetzt, so dab Kongo- 
papier gerade geblaut wird. Diese Lésung wird durch ein Filter iiber Kieselgur 
in so viel 96proz. Alkohol eingetropft, daB8 nach Beendigung der Filtration 
der Alkohol eine Konzentration von etwa 70 bis 75 Proz. aufweist. Dabei 
hat sich die Pektinséure in fast farblosen Flocken am Boden des Filtrier- 
stutzens abgesetzt. Sie wird abfiltriert und zur vélligen Befreiung von 
Cl-[onen noch einmal aus wasseriger Lésung mit Alkohol umgefallt. Das 
gereinigte Produkt wird gut mit 70proz., dann 96proz. Alkohol gewaschen, 
nach 24stiindiger Suspension unter 96proz. Alkohol und laingerer Auf- 
bewahrung unter Ather rasch abgesaugt, lufttrocken verrieben und dann bei 
100° C nachgetrocknet. So konnten 4,7 g, d. b. 80 Proz. des Ca-Mg-Salzes, 
als freie Pektinsaiure in Form eines fast weiBen lockeren Pulvers gewonnen 
werden. Nach einigem Umschiitteln lést sie sich in kaltem Wasser mit 
schwach gelber Farbe. 

Die Pektinsaéure reduziert heiB Fehlingsche Lésung nur schwach, sie 
gibt eine stark positive Orcinreaktion und eine ebenfalls stark positive 
Naphthoresorcinreaktion. Zur Untersuchung wurde sie noch im'Vakuum 
iiber P,O, 5 Stunden getrocknet bei 78°C. 

Die so erhaltene Pektinséure war noch aschehaltig. In zwei Praparaten 
betrug der Aschegehalt 0,84 und 1,14 Proz. Eine weitere Herabminderung 
des Aschegehaltes nach den angegebenen Fallungsverfahren war nicht 
méglich. Die Substanz zeigte gegen Lackmus und Phenolphthalein deutlich 
saure Reaktion: 

1g Pektinsiure neutralisierte 15,7ecm n/10 NaOH gegen Phenol- 
phthalein. 


Spezifische Drehung. 0,3016 g trockene Pektinséure in 10 cem H,O 
gelést. 


a} = + 1,87° 
t= 0,5 [a}9) = + 119,79. 
c= 3,016 


Methoxylbestimmung nach Zeisel-Fanto-Stritar : 
1. Angewandt: 0,2900 g trockene Pektinsaure. 
Gefunden: 0,0834g AgJ, entsprechend 

3,80 Proz. CH, 0. 


2. Angewandt: 0,2731 g trockene Pektinséure. 
Gefunden: 0,0778g AgJ, entsprechend 
3,76 Proz. CH, 0. 
Furfurolbestimmung nach Destillation mit Salzsdure : 


1. Angewandt: 0,4582 g trockene Pektinsadure. 
Gefunden: 0,1678 g Furfurolphloroglucid. 
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Daraus ergibt sich scheinbar: 


ee Ck eS te es Sa 
Ss 8k aid Se Se & Se ee 


Das Furfurolphloroglucid wurde zur Untersuchung auf Methy!.- 
pentosen!) mit 96proz. Alkohol bei 60°C extrahiert. Gewichtsverlust des 
Furfurolphloroglucids durch Alkoholextraktion : 

0,0189 g Methylfurfurolphloroglucid (7%). Daraus wiirde sich berechnen 
auf Grund der Elletschen Tabelle*): 8,89 Proz. Rhamnosehydrat (7), be- 
zogen auf 0,4582¢ trockene Substanz. 

2. Angewandt: 0,4998 g trockene Pektinsaure. 

Gefunden: 0,1794g Furfurolphloroglucid. 


Daraus ergibt sich scheinbar: 


pean 4°; , 3. ifs cf 3 OR ee. 
eee a oe 6 a 


Gefunden durch Extraktion des Furfurolphloroglucids mit 96proz. 
Alkohol bei 60°C: 

0,0216 g Methylfurfurolphloroglucid ( ?). Dies wiirde ergeben: 9,08 Proz. 
Rhamnosehydrat (?), bezogen auf 0,4998 g Pektinsiure. 

DaB es sich hier nicht um Methylpentosen handeln kann, zeigen die 
weiter unten (s. S. 62 bis 64) mit anderen Reaktionen vorgenommenen 
Untersuchungen. 


Molekulargewichtsbestimmung nach der kryoskopischen Methode: 


Angewandt: 0,1912 g trockene Pektinsaure. 
Lésungsmittel: 10,00 g H,O. 
Gefunden: Gefrierpunktserniedrigung: 4;, 1. 0,025°. 
2. 0,023°. 
3. 0,025°. 
Daraus ergibt sich das 
5 919 
Molekulargewicht der Pektinsiure = —s ee = 1421. 

Bestimmung der H-lonenkonzentration. Mit Hilfe des Walpole- 
Michaelisschen Komparators ergab eine ungefihr 0,1 proz. Lésung die 
H-Ionenkonzentration: py = 4,2. 


Vereinfachtes Verfahren zur Darstellung der freien Pektinsdure. 


Im weiteren Verlauf der Arbeit wurde die freie Pektinséure, ausgehend 
vom Hydropektin, direkt aus dem bei der Auslaugung des Hexopentosans 
verbleibenden rohen Ca-Mg-Salz hergestellt. Zu diesem Zwecke wurde die 
unfiltrierte, wéasserige Lésung des Salzes mit Salzsiure gegen Kongo 
angesiuert. Statt verdiinnter Salzséure kann auch ein Uberschu8 kon- 
zentrierter angewandt werden, vorausgesetzt, daB die Filtration der salz- 
sauren Pektinséurelésung in den Alkohol nicht zu lange dauert, da sonst 
weitergehender Abbau einsetzt. Auf diese Weise ergaben sich Praparate der 
Pektinsdure, deren Hauptkonstanten festgelegt wurden. Sie waren zur Ver- 
treibung des noch anhaftenden Alkohols stets erst bei 100° vorgetrocknet 


1) Votocek, Tollens, a. a. O. 
2) van der Haar, Anleitung, 1920, S. 82. 
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uid dann vor der eigentlichen Untersuchung in der Trockenpistole 
iber Phosphorpentoxyd im Vakuum bei 78°C nachgetrocknet bis zur 
Gewichtskonstanz, welche gewéhnlich nach 4 bis 5 Stunden eintrat. 













Die folgende Ubersicht ergibt eine Zusammenstellung der spezifischen 
Drehung, der Aciditét und des Methoxylgehalts verschiedener nach diesem 
‘erfahren gewonnener Pektinsdurepradparate aus Hydropektin des Flachses : 


Methy!. 
rlust des 


erechner, 
(?), be- 





1g Pektinsaure 
> Ae. neutralisiert Die Pektinsaure 
Pektinsaure- Spezifische n10 NaOH enthalt 


aparat 20 " ' 
— Drehung [«]7 “—, Phenol Methoxyl ee 





com Proz. CH,O 














1 92.5 15,2 4,01 
2 + 104.7 15,2 3,80 
96 proz. 3*) + 119,7 15,7 3,76 
es Pros. 4 + 96,0 16,4 4,10 
5 + 113,4 15,7 4,03 
‘igen die 6 + 111,0 17,2 3,81 
mmenen - + 1196 15,8 3.98 
8 | +1144 16,2 3,99 ‘. 
2 9 +161 15,6 4,05 . 
' 
*) Pektinsaure Nr. 3 ist identisch mit der auf S.47 bis 48 beschriebenen Pektinsaure, welche : 
hus dem Calcium-Magnesi Iz hergestellt wurde. e ; 
é 
af 
Zur Bestimmung des Methoxylgehalts wurden zwei Wege beschritten, i 
welche stets zu einer guten Ubereinstimmung der Ergebnisse fiihrten: ; 
‘ 1. Die schon erwahnte Methode von Zeisel-Fanto-Stritar. ; 
2. Die Bestimmung des Methoxylgehalts durch Verseifung mit Natron- ' 
Walpole- Pauge bekannten Gehalts und Riicktitration mit Schwefelsdure. | : 


ung die Hierbei wurde eine genau gewogene Menge Pektinséiure in Wasser 


elést, die Lésung mit n/10 NaOH gegen Phenolphthalein genau neutrali- 

iert, dann mit einer bestimmten Menge n/10 NaOH im Uberschu8 12Stunden 
age m gut verschlossenen GefiB stehengelassen. Darauf wurde die unver- 
sgehend fbrauchte Natronlauge mit n/10 Schwefelséure zuriicktitriert, z. B. : 


eee Angewandt: 0,1289 g Pektinséiure mit 3,81 Proz. Methoxyl CH,O 
urde die . 
ss mach Zeisel-Fanto. 
Kongo 
uB kon- Zur direkten Neutralisation verbraucht diese Menge Pektinséure 2,2 cem 


ler salz- fn/10 NaOH gegen Phenolphthalein. Die neutralisierte Lésung wird mit 
ja sonst §,0cem n/10 NaOH versetzt. Nach 12 Stunden sind zur Riicktitration 
rate der [erforderlich 3,3 ccm n/10 H,SO,. Die Differenz entspricht 0,0053 g CH,O. 
zur Ver- |Daraus berechnet sich 4,1 Proz. CH,O. 


rrocknet Verbrennungsanalysen verschiedener Pektinsdurepradparate. Die Pektin- 


sdure war, wie beschrieben, erst vorgetrocknet und darauf im Vakuum 
liber P,O,; bis zur Gewichtskonstanz bei 78°C nachgetrocknet worden. 


Biochemische Zeitschrift Band 169. 4 
















F. Ehrlich u. Fr. Schubert : 






1. Angewandt ; 0,1902 g trockene Pektinsdure Nr. 1. 
0,2967 g CO,, 0,0994 g H,O, 0,0016 g Asche (= 0,84 Pro, 


Gefunden: C 42,91 H 5,89 










bezogen auf aschefreie Substanz. 






2. Angewandt : 0,2082 g trockene Pektinsiure Nr. 1. 
0,3246 g CO,, 0,1073 g H,O, 0,0018¢ Asche (= 0,86 Proz 
Gefunden: C 42,89 H 5,68 






bezogen auf aschefreie Substanz. 











3. Angewandt: 0,2085 g trockene Pektinsaiure Nr. 3. 
0,3267 gCO,, 0,1072g¢ H,O, 0,0023 g Asche (= 1,14 Pro 


Gefunden: C 43,21 H 5,67 


bezogen auf aschefreie Substanz. 















































‘ 
Hydrolysen der Pektinsiure. . 
Spaltung der Pektinsdure mit 2proz. Salzsdure. 
1. 3g Pektinsiure Nr. 4 werden in 100 ccm 2proz. Salzsaure gelist 
und 8 Stunden auf dem Wasserbade im bedeckten Becherglas erhitzt | 
Nach 1 Stunde beginnt die Bildung eines sehr feinen, geringen braunen U 
: Niederschlages, der sich im Laufe der Spaltung nicht mehr vermehrt. Um & * 
: festzustellen, ob bei einer langeren Erwarmung dieser Niederschlag erneut al 
; auftritt, wird nach Filtration die Fliissigkeit weitere 6 Stunden erwirmt: S 
die Lésung bleibt klar. 
Der abgeschiedene harzige Niederschlag I bedeckt nach Filtration das Me 
: Filter in so diinner Schicht, da® auf eine Untersuchung verzichtet werden “ 
muB. Das im Vakuum bei 37° C eingeengte Filtrat wird mit 96proz. Alkohol F 9 
gefallt. Es scheidet sich ein hellbraunlicher Niederschlag ab, der nach f - 
griindlichem Waschen mit Alkohol und Ather und Trocknen im Vakuum a 
iiber H, SO, ein gelbliches Pulver darstelit : _ 
0,26 g Digalakturonsaure b. 
Das Filtrat der Digalakturonsaéure b wird zur Verteilung des Alkohols F 
im Vakuum bei 30° eingeengt, die zuriickbleibende wasserige saure Fliissigkeit F 
mit CaCO, neutralisiert und nach Entfirben mit Blutkohle in 96proz 
: Alkohol einfiltriert. Es fallt als hellbrauner Niederschlag das Ca-Salz der 
' Galakturonsdure. Somit ist die Pektinséiure in zwei aus Galakturonséur 
; bestehende Bausteine gespalten worden: 
aa 0,26 g Digalakturonséure b, 7s 
. 1,52 g Ca-Salz der Galakturonsaure. 
Die Pektinséure besteht also, daraus berechnet, aus etwa 56 Proz 
Galakturonsaure. 
2. In vdllig gleicher Weise werden 6 g Pektinséure Nr. 6 mit 100 cen 
2proz. Salzsiure 8 Stunden auf dem Wasserbad erhitzt. Durch dieselb: 
! Weiterverarbeitung werden gewonnen : b 44 
| 0,17 g Niederschlag I, —_ 
; 0,63 g Digalakturonsaure b, We 
2,30 g Ca-Salz der Galakturonsaure, vad 






d. h. umgerechnet etwa 49 Proz. in Form von Galakturonsaure. 
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Ndhere Untersuchung der Spaltprodukte der Pektinsdure. 


Prov _ . ° a 
Niederschlag I. Ligninsaure ? 
In Form eines braunen harzartigen Pulvers gewonnen, gibt die Sub- 
stanz folgende Reaktionen: 

In kaltem Wasser ........ . . . unldslich 
Proz Drehung in 50proz. alkoholischer Lésung . ap = + 0° (1 0,25) 

Naphthoresorcinreaktion ‘id ox + »e 

Orcinreaktion . negativ 


Fehlingsche Lésung 
In Natronlauge 


. schwach positiv 
. leicht léslich 


—_— Mit Seleefure.............0us der alkalischen 

, dunkelbraunen Lésung 
wieder ausfillbar 

Der Niederschlag verhalt sich also wie die auf 8. 36 bis 37 beschriebene 


aus der Hexopentosanfraktion erhaltene Lignin-Harzsaure und ist scheinbar 
mit dieser identisch. 


Digalakturonsdure b aus der Pektinsdure Nr. 4. 


> ki yst 

A ra 1. Das Rohprodukt der Digalakturonsaure b liefert nach zweimaligem 
sraunen [_ Umfallen der wisserigen Lésung mit 96proz. Alkohol eine Substanz in 
+. Um Form eines lockeren, weiBen Pulvers, welches, ohne sich auBerlich zu ver- 


 exneut andern, aus der Luft leicht Wasser anzieht und darum einer besonderen 
Sorgfalt beim Trocknen bedarf. 

Sobald aus dem in der Achatschale zerriebenen Pulver der Ather 
verdunstet ist, wird dasselbe im Vakuum iiber CaCl, 2 Tage lang unter 
hiufigem Evakuieren getrocknet, um es von den erheblichen Alkohol- 


‘warmt : 


rion das 


oersie mengen, welche es stets einschlieBt, zu befreien. Erst jetzt kann es unmittel- 
d = bar vor der Untersuchung in der Trockenpistole iiber P,O, bei 100° 
er che 





Tak ) getrocknet werden, ohne da8 ein Zusammenballen oder Verkrusten der 
vexuum ' Substanz zu befiirchten ist. 
Reaktionen der Digalakturonsdure b. : 
In kaltem Wasser... ..... . . . léslich mit schwach ag 
Alkohols hellgelber Farbe | 
issigkelt Orcinreaktion .......... . . stark positiv 
96 proz Naphthoresorcinreaktion : om - ' 
Salz der 
ronsaur Fehlingsche Lésung wird kochend nur schwach reduziert. 
Spezifische Drehung. Angewandt: 0,053g Digalakturonsiure b, ia 
7 Stunden im Vakuum iiber P,O, getrocknet, in 5ccm Wasser gelést. rh 
a} = + 2,5° i 
56 Proz i= 1 [a]jz’ = + 235,9°. 
c= 1,06 
100 cen 
diesel: Aus der Titration gegen Phenolphthalein folgt, daB 1 g Digalakturonsaure 


b 44,45 com n/10 NaOH neutralisiert. Aus ihrer Formel C,>H,0,(CO,H), 

berechnet sich die zur Neutralisation nétige Menge n/10 Natronlauge zu 

56,8cem. Die Differenz zwischen diesem theoretischen und beobachteten « 
Werte diirfte aus der Tatsache zu erkliren sein, daB die Substanz trotz 

haufigen Umfallens stets noch Asche hartnickig festhalt, wie aus der 

Flementaranalyse hervorgeht : 





4* 
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Elementaranalyse der Digalakturonsdure b. 0,2072g trockene Substarz 
0,3089 g CO,, 0,0895g¢ H,O, 0,0019g Asche (= 0,93 Proz.). 

Gefunden: C 41,04 H 4,88 
bezogen auf aschefreie trockene Substanz. 

Nach der Formel C,,H,g0,,. berechnet sich: 

C 40,9 H 4,55 

H-lonenkonzentration. Mit Hilfe des Walpole-Michaelisschen Kow.- 
parators wurde in einer 0,lproz. Lésung die H-lonenkonzentration 2 
pu = 3,4 gefunden. 


Molekelgewichtsbestimmung nach der kryoskopischen Methode ; 
Angewandt: 0,053 g trockene Digalakturonséure b. 
Lésungsmittel: 5,00 g Wasser. 
Gefrierpunktserniedrigung: 4; = 0,060°. 

185,8 . 0,106 
0,060 
Fiir C,,H,,0,, ber. 352 
gef. 328 


Mol. Gew. = 


Digalakturonsdure b aus der Pektinsdure Nr. 6. 

2. Nach zweimaligem Umfallen mit Alkohol aus der wisserigen Lésung 
unter Entfarben mit Tierkohle werden 0,39 g trockene Digalakturonsaure b 
in Form eines schneeweiBen Pulvers gewonnen. 

0,0969 g derselben wurden in 10cem Wasser gelést und polarisiert: 

aj’ = + 2,29° 
t= .1 [aj = + 286,8°. 
c 0,969 


Zu ihrer Neutralisation verbraucht sie fiir 1 g auf Grund ihrer Titration P 
gegen Phenolphthalein 42,1 ccm n/10 NaOH, wahrend sich, wie oben 
gezeigt, theoretisch 56,8 ccm n/10 NaOH berechnen. Sie laBt sich ebenfalls 
nicht vollkommen von Asche befreien. 


Yalciumsalz der d-Galakturonsdure. 


Das, wie beschrieben, bei der Hydrolyse der Pektinséiuren Nr. 4 und ¢ 
erhaltene Calciumsalz der Galakturonsaéure wird vereinigt in Wasser gelést 
Die Lésung wird mit Tierkohle entfarbt, filtriert, im Vakuum eingeengt 
und das Calciumsalz nochmals mittels Alkohol daraus gefallt. Es wird nach: 
dem Trocknen iiber P,O; im Vakuum bei 100° als weiBes Pulver (1,72 ¢ 
gewonnen und zeigt, in 40 cem Wasser gelést, die Drehung: 

ap= + 0,90° 
= 0,25 demnach fa]p = + 83,7°. 
c= 4,3 


Diese Lésung wird mit 75 ccm n/10 Oxalsdurelésung versetzt, so dal 
nach Abfiltrieren von dem gebildeten Calciumoxalatniederschlag im Filtrat 
gerade noch ein ganz schwacher Uberschu8 von Calciumionen nachgewiese! 
werden kann. Das Filtrat wird im Vakuum zum Sirup eingeengt und dieser 
mit 90proz. Alkohol verrieben. Die Extrakte wurden verdampft und «ie 
Riickstande von neuem mit Alkohol ausgezogen, bis schlieBlich klare Lésung 





bstarnz: 


Kou- 


On zw 


Lésung 
siure b 


risiert: 
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des jedesmal erhaltenen Sirups eintritt. Der eingedunstete Endsirup kri- 
stallisiert nicht, was ebenso wie die hohe Drehung des Calciumsalzes darauf 
hinzudeuten scheint, daB hier noch andere amorphe, héher drehende Zwischen- 
produkte nebenher vorliegen, welche die Galakturonsaéure am Kristallisieren 
hindern. 
Spaltung der Pektinsdure mit Barytwasser. 
Digalakturonsdure b. 


6,5 g der Pektinséure Nr. 7 wurden in 100 ccm destillierten Wassers 
gelést. Die klare, schwach hellbraune Lésung versetzte man mit 250 ccm 
n/10 Barytwasser. Nach einigen Minuten scheidet sich ein flockiger, 
gelatinédser Niederschlag ab, der sich nach 12 Stunden gut absetzt, so daB 
er von der dariiber stehenden klaren Fliissigkeit') durch Dekantieren und 
darauf folgendes Filtrieren gut getrennt werden kann. In dem Niederschlag 
war hauptsachlich Digalakturonsdure b enthalten, die beim Ausziehen 
mit kalter Salzséure bis auf einige Verunreinigungen glatt in Lésung ging. 

Aus der filtrierten Lésung wurde das geléste Barium mit Schwefelséure 
in geringem Uberschu8 gefallt, dann die klar filtrierte Fliissigkeit im 
Vakuum bei 35° vorsichtig eingeengt und in 96proz. Alkohol einfiltriert. 
Es fallt ein reichlicher, hellgrauer Niederschlag der Polygalakturonsaure b, 
der sich noch als stark aschehaltig erweist. Erst nach dreimaligem Um- 
fallen aus Wasser und Alkohol wird diese Séure als schneeweiBes, trockenes 
Pulver (0,35 g) gewonnen. Nach dreitaégigem Trocknen im Vakuum iiber 
CaCl, ergibt die Digalakturonsaure b aus Pektinséure die folgende spezifische 
Drehung : 

Angewandt: 0,2713g Substanz, welche noch 7 Stunden im Vakuum 
iiber P,O, bei 78° nachgetrocknet war, in 10 ccm Wasser gelést. 

aj’ = + 6,25° 
I = 1 falp = + 280,4°. 
C= 2.713 


1g dieser Saéure neutralisiert 39 ccm n/10 Natronlauge; dieser Wert 
erreicht ebenfalls nicht den theoretisch errechneten von 56,8, da die Substanz 
nicht véllig von Asche zu befreien war. 


Gehalt der Pektinsdure an Essigsdure. 
3 g trockene Pektinséure Nr. 8 wurden in 100 ccm destillierten Wassers 
gelést und mit n/10 Barytwasser titriert. 
3g Pektinséure neutralisieren 48,5 ccm n/10 Barytwasser, 
1g demnach 16,2... n/10 Barytwasser. 


Diese titrierte Lésung wurde in einem groBen Rundkolben mit 94,4 com 
n/10 Barytwasser versetzt und gut verschlossen mehrere Tage aufbewahrt. 
Hierbei fand ein erheblicher Verbrauch von Barytwasser infolge Verseifung 
der Methylestergruppen der Pektinséure statt, die man durch Riicktitration 
mit n/10 Schwefelséure feststellte. 5; 

Vorgelegt ......... . . 94,4ceem n/10 Barytwasser 

Zuriicktitriertt ........ =. 50,2 ,, n/lOH,SO, 

Demnach zur Verseifung  ver- 
braucht.......... . 442 ,, n/10 Barytwasser 

1000 cem n/10 Barytwasser entsprechen 3,1 g CH,O. 


1) Das Filtrat zeigt ap, = 0,1° (2 = 0,5). 
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Daraus berechnet sich der Methylalkoholgehalt der Pektinsaéure zy 
4,10 Proz. CH,O, ein Wert, der mit dem nach Zeisel-Fanto ermittelten 
3,99 Proz. CH,O .gut iibereinstimmt. 

Nach dieser Titration wurde der Lésung erneut 100 ccm n/10 Baryt- 
wasser hinzugefiigt, worauf man sie im Rundkolben auf dem Wasserbac 
6 Stunden lang erhitzte bei Anwendung eines RiickfluBkiihlers, der vor dem 
Eindringen von Kohlensaure aus der Luft oben durch einen mit Natronkalk 
gefiillten Aufsatz geschiitzt war. Bei dieser Erwairmung findet nunme!y 
die Verseifung der Acetylgruppen im Pektinséuremolekiil statt, wobei 
essigsaures Barium entsteht. Um die abgespaltene Essigsiure zu bestimmen, 
wurde die alkalische Lésung mit 125 ccm 10proz. Schwefelséure angesauert 
und einer Wasserdampfdestillation unterworfen. Da beim Destilliere: 
aber nicht allein die Essigséure, sondern auch durch Spaltung aus Kohlen- 
hydraten gebildete Ameisensiure mit den Wasserdimpfen fliichtig ist, 
muB8 aus dem Destillat erst die Ameisenséure entfernt werden. Zu diesem 
Zwecke wurden die 8 Liter Destillat, die zu ihrer Neutralisation 58,95 ccm 
n/10 Barytwasser verbrauchten, mit einem geringen Uberschu8 von Baryt- 
wasser auf dem Wasserbad so weit eingeengt, daB ihr Volumen ungefahr 
200 cem umfaBte. Dieser Fliissigkeitsmenge wird zur Zerstérung der 
Ameisensaure’) eine Lésung von 9g Kaliumbichromat und 40g konzentrierter 
Schwefelséure in 100 cem Wasser zugefiigt, und nun erneut eine Wasser- 
dampfdestillation vorgenommen. Hierbei geht dann nur die Essigsiure 
tiber, deren Menge durch direkte Titration bestimmt werden kann: 


Das 1. Liter Destillat neutralisierte. . . . 27,7 ccm n/10 Barytwasser 
Bee si ‘a aw ter oe BRB is 
-. «a ws es Se 
ae as os - o SA at ol 
— eee oes. 


Die in 3g Pektinedure hibaees epeeaents 

neutralisierte demnach. .. . . . « « 43,lcem n/10 Barytwasser 
entsprechend . . .... . . 06,2586 g Essigséure. 
Die Pektinséure enthalt also . sw ale wo | een 


Die mit Baryt neutralisierten Destillate wurden auf dem Wasserbad 
in einer Porzellanschale und schlieBlich in einer Platinschale zur Trockne 
verdampft; dadurch wurde das Bariumsalz der Essigséure gewonnen, das 
durch wiederholtes Auskochen mit Alkohol gereinigt und bei 110° getrocknet 
wurde. 0,14 g reines Salz ergab beim Erhitzen mit Schwefelsiure Dampfe, 
die den typischen Geruch der Essigséure erkennen lieBen. Beim Abrauchen 
mit Schwefelséure hinterblieben aus 0,1232g des trockenen Ba-Salzes 
0,1133 g BaSQ,. 

Ba(C,H,0O,), Ber.: Ba 53,80 
Gef.: Ba 54,10 


Spaltung der Pektinsdure mit 2proz. Schwefelsdure. 


10g Pektinséure werden in 400 ccm 2proz. Schwefelséure gelést und 
die Lésung im Kolben auf einem Baboblech iiber freier Flamme am Riick- 
fluBkiihler gekocht. Nach den im folgenden angegebenen Zeiten wird die 
jedesmal abgekiihlte Lésung auf ihre Drehung untersucht, um den Verlauf 
des Abbaus der Pektinséure zu studieren. 


1) Abderhalden, Handb. d. biochem. Arbeitsmethod. 2, 23, 1910. 
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Pektinsaure Pektinsaure 


\ochdauer — Kochdauer | a — 
a Stunden Nr. 5 Nr. 3 in Stunden || Nr. 5 Nr. 3 


"Grade Sacch. (/ = 1) _ Grade Sacch. (! = 1) 


+25 + 3,0 7 +25 
d + 3.5 2 + 21 
+ 3,4 : +18 

+ 34 . - 15 

+ 32 


+ 2,9 








Orehung in Graden Saccharose 
=~ 
Ww 


WOT TTT SETS TDMA 
frhitzungsdauer in Stunden 
Abb. 1. Spaltung der Pektinsiure mit 2 proz. Schwefelsaure. 


Die auf Grund dieser Zahlen bei der Hydrolyse von Pektinséure Nr. 5 
und Nr.3 sich ergebenden sehr ahnlich verlaufenden Kurven zeigen, daB 
schon nach sehr kurzer Dauer der Hydrolyse ein starkes Ansteigen der 
Drehung zu beobachten ist infolge des Auftretens der zuerst aus der Pektin- 
siure abgespaltenen Digalakturonsdéure b, die, wie oben nachgewiesen, 
ein sehr hohes spezifisches Drehungsvermégen besitzt. ‘Wie der nun 
einsetzende stetige Abfall der Drehungskurve erweist, wird die zuerst 
abgespaltene Digalakturonsiure beim weiteren Kochen zu _niedriger 
drehenden Bausteinen aufgespalten. Der schlieBlich immer flachere Verlauf 
der Kurve zeigt an, daB diese Bausteine beim Kochen immer weitergehende 
Zersetzungen erfahren, worauf auch die Verfarbung und der karamelartige 
Geruch der am Ende des Versuchs erhaltenen Lésungen hindeutet. 

Nach Beendigung der Spaltung wird die Lésung durch Kochen mit 
Bariumcarbonat neutralisiert und das mit Blutkohle behandelte und ge- 
klarte Filtrat im Vakuum stark eingeengt. Wird es nun mit dem vier- 
bis fiinffachen Volumen 85proz. Alkohols versetzt, so erhalt man einen 
noch braunlich gefarbten Niederschlag des Bariumsalzes der Galakturon- 
sdure, wahrend die nebenher entstandenen Monosaccharide in das Filtrat 
iibergehen. Aus den 10g Pektinséure Nr. 5 ergaben sich nach diesem Ver- 
fahren 4,2 g rohes Bariumgalakturonat. 


Das Bariumsalz der d-Galakturonsdure. 


Zur weiteren Reinigung wird das Bariumsalz in Wasser gelést, mit 
Tierkohle aufgekocht und iiber Kieselgur in die vier- bis fiinffache Menge 
Alkohol einfiltriert, aus welchem es in weiBen dichten Flocken ausfallt 
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und sich gut am Boden des GefaéBes absetzt. Nach Filtration wird der 
Niederschlag lingere Zeit in 96proz. Alkohol und dann in Ather suspendiert, 
abgesaugt und nach méglichst schnellem Zerreiben im Achatmérser 2 Tae 

im Vakuum iiber CaCl, getrocknet. Nach zwei- bis dreimaliger Umfalluny 
gewinnt man das Bariumsalz der d-Galakturonsdure als ein feines, weilies 
Pulver, das sich leicht mit hellgelber Farbe in Wasser lést und stark cic 
Orcin- und Naphthoresorcinreaktion gibt. Zur Analyse wurde es 5 Stunde» 

im Vakuum bei 100° iiber P,O, getrocknet. 


Spezifische Drehung des Bariumgalakturonats. 
1. Angewandt: 0,5966 g¢ trockenes Ba-Salz, gelést in 50 cem Wasser. 
a?) = + 0,42° 
t= 1 fal) = + 85,8°. 
c = 1,19 





2. Angewandt: 0,2867 g trockenes Ba-Salz, gelést in 10 cem Wasser. 


a} = + 1,04° 


oe oe ee Ok bet 2 2! 66 oe aoe Ce 














l= 1 [a]? = + 36,2° 
c= 2,87 
; Zur Bestimmung des Bariumgehalis des Bariumgalakturonats werden 
: 0,5369 g wie oben getrocknetes Bariumsalz in 50 cem Wasser gelést und in 
der Warme mit so viel n/10 Schwefelséiure versetzt, daB ein ganz geringer : 
4 UberschuB derselben vorhanden ist. Nach gutem Absitzen wird das gefiallte J 
Bariumsulfat filtriert und nach dem Auswaschen verascht. Es verblieben J) ‘ 
: 0,2432 g Ba SO,. . [ 
Fiir (CgH,O,),. Ba. Ber.: Ba 26,19 
Gef.: Ba 26,65 I 
e 
d-Galakturonsdure aus Pektinsdure. ; 
, Aus ibrem Bariumsalz wird die Galakturonséure in verdiinnter Fi 


wiasseriger Lésung mit Schwefelsiure frei gemacht und die noch Ba in 
geringem Uberschu8 enthaltende Fliissigkeit im Vakuum bei etwa 40° C zur 
Trockene verdampft. Der zuriickbleibende gelbbraune Sirup wird wiederho!*t 
mit 96proz. Alkohol ausgekocht. Dabei geht die Galakturonsaure in Lésung. 
Die von ungelésten Flocken abfiltrierten alkoholischen Extrakte werden 
erneut im Vakuum auf ein kleines Volumen eingeengt und dann vorsichtig 
auf dem Wasserbade zum Sirup eingedunstet. 

Der so gewonnene Galakturonséuresirup kristallisiert nach kraftigen 
Reiben spontan im Verlauf von 24 Stunden, wobei sich die Kristalle in FP 
Form von kleinen, feinen Nadeln in reichlicher Menge ausschieden. Diese f 
1 werden erneut in wenigen Tropfen Wasser gelést und die geklirte Lésung 
der Kristallisation iiberlassen. Uber Nacht war der daraus erhaltene Sirup 
zu einer festen kristallinischen Masse erstarrt. Diese wurde, mit 93proz. 
t Alkohol gut verrieben, abgesaugt, mit Alkohol und Ather nachgewaschen 
: und im Vakuum iiber H,SO, 2 Tage lang getrocknet. 0,35 g des zuerst 
; gewonnenen Sirups lieferten nach dieser Behandlung 0,18 g d-Galakturon 
sdure in Form von reinweiBen Kristallchen. 
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Spezifische Drehung der d-Galakturonsdure. Angewandt: 0,1808g¢ 
trockene Substanz, gelést in 5 ccm Wasser. 


ap 7 1,735° 
l l [a] = + 47,98°. 
c= 3,616 


Die Galakturonsiéure zeigt keine Mutarotation. Zur Wiederabscheidung 
der Galakturonséure wird die polarisierte Lésung im Vakuum iiber CaCl, 
zur Trockne verdunstet und der hinterbleibende Sirup auf dem Wasserbad 
in 20cem 96proz. Alkohol gelést. Nach Klaérung mit Kieselgur und 
Filtration von wenigen unléslichen Riickstaénden wird die Lésung wieder 
vorsichtig eingedunstet. Der so gewonnene Sirup scheidet, mit wenig 
Wasser verriihrt, nach kurzem Stehen gut ausgebildete, oft zu ganzen 
Biischeln vereinigte Kristalle aus, die zum Teil in langlichen, sargdeckel- 
ahnlichen Prismen anschieBen. Schon Spuren dieser Galakturonséiure 
geben deutlich die Tollenssche Orcin- und Naphthoresorcinreaktion. 
Gewonnen 0,0968 g reine Galakturonsiéiure in schneeweiBen Kristallchen. 
Zur Bestimmung der spezifischen Drehung wurden diese 0,0968 g Substanz 
in 5cem Wasser gelést. 


aj) = +- 1,02° 
i= 1 [a] = + 52,7°, keine Mutarotation. 
C= 1,936 


Diese spezifische Drehung stimmt fast genau mit dem Endwert der- 
jenigen iiberein, die F. Khrlich') an der zuerst kristallisiert erhaltenen 
Galakturonsiure aus dem Pektin der Riibe beobachtet hat; er fand 
[alp = + 53,4°. 


Oxydation der Galakturonsdure zu Schleimsdure mittels Brom. Die 
polarisierte Galakturonsdiurelésung wird auf 20 cem verdiinnt und _ in 
einer Stépselflasche mit 3 ccm Brom versetzt und unter haufigem Um- 
schiitteln 14 Tage lang aufbewahrt. Nach 3 Tagen schied sich iiber dem 
Brom bereits eine feine Kristallschicht von Schleimsaéure ab, welche sich 
im Verlauf der weiteren Einwirkung noch wesentlich vermehrte. Die Kri- 
stalle zeigen mikroskopisch betrachtet schén ausgebildete, typische Schleim- 
siurekristallform. Der Flascheninhalt wird dann in eine Waschflasche 
iibergefiihrt und durch Hindurchsaugen von Luft mittels einer Wasser- 
strahlpumpe von dem unverbrauchten Brom befreit. Nunmehr wird der 
gesamte Riickstand in einer Kristallisationsschale vorsichtig auf dem 
Wasserbade eingeengt; die abgeschiedene Schleimséiure wird auf einem 
Goochtiegel abgesaugt, mit wenig Wasser gewaschen und im Trockenschrank 
bei 105° getrocknet: 0,0641 g Schleimséure. Aus 0,0968 g Galakturonsdure 
waren theoretisch zu erwarten 0,1048g Schleimséure. Die gefundene 
Ausbeute betrigt somit etwa 60 Proz. der Theorie. Die Schleimsaure 
zeigte den richtigen, in der Literatur angegebenen Schmelzpunkt 213°. 
Das Filtrat der Schleimséure drehte noch immer das polarisierte Licht 
nach rechts, und gab noch die Orcin- und Naphthoresorcinreaktion, ein 
Zeichen, daB die Oxydation der Galakturonséure zur Schleimséure mittels 
Brom nicht quantitativ verlaufen ist. 


) aca. O. 
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Die Monosaccharide der Pektinsdure. 


Bei der Ausfallung des Bariumsalzes der Galakturonséure aus wasserige 
Lésung ergab sich ein alkoholisches Filtrat, das noch die bei der Schwefe! 
sdurespaltung der Pektinséure nebenber entstandenen reduzierende: 
Kohlenhydrate enthielt. Dieses Filtrat (s. 8.55) wurde zur Vertreibung des 
Alkohols im Vakuum zur Trockne verdampft. Der stark positive Ausfal] 
der Naphthoresorcinreaktion wie der Ba-Gehalt dieses Riickstandes zeigen, 
daB eine vollkommene Trennung der Zucker von dem Ba-Salz der Galakturon- 
siure noch nicht stattgefunden hat. Um diese durchzufiihren, wurde der 
Riickstand erschépfend mit 96proz. Alkohol extrahiert und diese Extrakte 
im Vakuum zum Sirup eingeengt. Nach mehrmaligem Auflésen in Wasser, 
Eindampfen und Umlésen mit 96proz. Alkohol wurde schlieBlich ein Ba 
freier, sich klar lésender Sirup erhalten. Der Sirup wurde dann noch 
einmal in Wasser gelést, die Lésung mit Tierkohle entfairbt und vorsichtig 
auf dem Wasserbad eingedunstet. Auf diese Weise wurden 6,7 g Sirup 
gewonnen. 


Reaktionen des Zuckersirups: 
Mit Schwefelsfure. .......... . . kein BaSO,- 
Niederschlag 
<n san eaaee ce eee. tae ee ee 
Orcinreaktion . . . See eee hl, 
oe mit Rasse XI. So se ee 8 3 ee 
Gérung mit Lactosehefe . . . positiv 
Rosenthalersche Reaktion auf Methy Ipentosen . negativ 
Seliwano}{-Weehuizensche Reaktion auf Ketosen en 


Der Zuckergehalt des Sirups. 1,7 g Sirup werden in 100 ccm Wasser 
gelést. 1,0 ccm dieser Siruplésung reduziert beim Kochen 1,65 cem 
Fehlingsche Lésung vollstandig. 

Demnach enthalten 

6,7 g Sirup 3,3 g Gesartzucker, als Dextrose berechnet. 


Spezifische Drehung des Zuckersirups. Angewandt: 1,7 g Sirup ent- 
haltend 0,825 g Gesamtzucker in 100 ccm Wasser gelést. 
ayp= + 1,075° 

{= 2 [a]Jp = + 29,6°, 

c= 1,7 
bezogen auf das Gewicht des Sirups. 

C= 0,825 [a]p = + 64,85°, 
bezogen auf das Gewicht des Zelésten Gesamtzuckers*). 


1) Aus den folgenden Untersuchungen ergibt sich, da8 in dem Sirup 
Galaktose, Arabinose und Xylose in dquimolekularen Mengen enthalten 
sind. Nimmt man als Grundlage fiir die angegebenen Zucker die spezifischen 
Drehungen : 


Galaktose. ........ [faJp=-+ 80,5° 
BE oo + «wt a ee, 2 
Arabinose. ........ [a]Jp = + 105° 


an, so wiirde sich fiir ein Gemisch aus je 1 Molekiil dieser drei Kohlehydrate 
die Mischdrehung [a]p = + 68,9° berechnen, die mit der oben angegebenen 
innerhalb der Fehlergrenzen der benutzten Bestimmungsverfahren Jeidlicl 
iibereinstimmt. Val. S. 65 bis 66, sowie auch S. 20. 
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Bestimmung der Pentosen im Zuckersirup. Angewandt: 1,14 g Sirup 
enthaltend 0,5533 g Zucker. 

Gefunden: 0,3289g Furfurolphloroglucid. Daraus berechnen sich 
29,9 Proz. Pentosen, bezogen auf den Sirup. Auf Grund der Ermittlung des 
Gesamtzuckers durch die oben ausgefiihrte Titration mit Fehlingscher 
Lésung ergibt sich: 


61,6 Proz. Pentosen | bezogen auf den im Sirup enthaltenen 
38,4 ,, Galaktose Gesamtzucker. 


Alkoholextraktion des Furfurolphloroglucids (Methylpentosen?). An- 
gewandt: 0,3289 g Furfurolphloroglucid. Mit 96proz. Alkohol extrahiert: 
0,0067 g. 

Angenommen, diese 0,0067 g stellten Methylfurfurolphloroglucid dar, 
so wiirde diese Menge 0,014g¢ Rhamnosehydrat entsprechen, oder umge- 
rechnet: der Sirup miiBte 1,2 Proz., der Gesamtzucker 2,5 Proz. Methyl- 
pentosen enthalten. 

Das bisherige Ergebnis der Untersuchung des Zuckersirups lieB auf 
Anwesenheit von Pentosen, vielleicht auf Methylpentosen (?) und ver- 
girbare Hexosen schlieBen. Es wurde im folgenden versucht, durch Her- 
stellung von Derivaten der Monosaccharide diese naher zu charakterisieren 
und die Zucker selbst in kristallisierter Form abzuscheiden. 


l-Arabinosebenzylphenylhydrazon aus Pektinsdure. 


5g Zuckersirup aus Pektinséure werden in 10cem 75proz. Alkohol 
gelést und nach Zugabe von 1,8g Benzylphenylhydrazin lauf dem 
Wasserbade schwach erwirmt. Beim Umriihren geht das Benzyl- 
phenylhydrazin in der Warme bald in Lésung, und bereits nach | Stunde 
beginnt eine reichliche Kristallisation von Arabinosebenzylphenylhydrazon, 
welche vollstandig wird, wenn man das Reaktionsgemisch abgekiihlt 
24 Stunden stehen 1aBt. 

Der schwach gelb gefarbte Kristallbrei wird abgesaugt, zundchst 
mit 75proz. Alkohol, spater mit 96proz. Alkohol, dann mit Ather nachge- 
waschen und im Vakuum iiber Schwefelséure getrocknet. So werden 
0,65 g noch gelblich aussehendes, robes Arabinosebenzylphenylhydrazon 
erhalten. Dieses wird aus wenig 75proz. Alkohol umkristallisiert und dabei 
in Gestalt von feinen, schneeweiBen Nadeln gewonnen. Nach Absaugen 
und vollstaéndigem Trocknen im Vakuum iiber Schwefelsiure wurden 
0,49 g reines l-Arabinosebenzylphenylhydrazon erhalten. 

Das Priparat beginnt bei 170° zu sintern und schmilzt unter Schiumen 
und Zersetzung bei 173° in guter Ubereinstimmung mit Ru/f und Ollendorf"), 
die fiir dasselbe Hydrazon einen Schmelzpunkt von 174° angeben. 

Das isolierte 1-Arabinosebenzylphenylhydrazon dreht in einer methyl- 
alkoholischen Lésung links und zeigt die folgende spezifische Drehung: 

0,0590 g¢ trockener Substanz wurden in 10 ccm Methylalkohol gelést. 

ap = — 0,15° 
¢= 0,59 falp 
l 2 


Browne und Tollens*) fanden: [alp 


) Ber. 82, 3235, 1899. 
*) Ber. 35, 1461, 1902. 
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Zur Analyse wurde die Substanz im Vakuum iiber Schwefelsdéure bis 
zur Gewichtskonstanz getrocknet. 


Angewandt: 0,1978 g trockenes Hydrazon. 
Gefunden: 15,3 cem N (20°, 752 mm). 

Fiir C,,H,,.O,N,.  Ber.: N 8,48 

Gef.: N 8,71 


d-Galaktosebenzylphenylhydrazon aus Pektinsdure. 


Das erste alkoholische Filtrat des Arabinosebenzylphenylhydrazons 
wird mit 100cem Wasser versetzt, nachdem es auf dem Wasserbad auf 
30 ccm eingeengt worden war. Aus einer sofort einsetzenden Triibung hat 
sich tiber Nacht ein gelber, kristallinischer Niederschlag von d-Galaktose. 
benzylphenylhydrazon abgeschieden. Er wird abgesaugt, mit 30proz. Alkoho! 
nachgewaschen und im Vakuum iiber Schwefelsiure getrocknet: 0,4 ¢ 
rohes Galaktosebenzylphenylhydrazon. Nach Umkristallisieren aus 30proz. 
Alkohol werden 0,21 g trocknes farbloses Hydrazon gewonnen, welches die 
Orcinreaktion nicht mehr gibt. Seine Kristalle schmelzen bei 157 bis 158°, 
entsprechend den Angaben von Behrend und Hofmann’). 

0,0566 g d-Galaktosebenzylphenylhydrazon in 6,9ccm reinem Methy!- 
alkohol gelést zeigen die Drehung ap = — 0,13® im 1-dm-Rohr bei der 
Konzentration c = 0,82. Daraus berechnet sich die spezifische Drehung 


[ajp = — 15,8°, 


wahrend van Ekenstein und Lobry de Bruyn*) fa]p = — 17,2 beobachteten. 


Schleimsdure aus d-Galaktose der Pektinsdure. 


1g des Zuckersirups wird in 12cem Salpeterséure vom spezifischen 

Gewicht 1,15 in einem kleinen Becherglase gelést und die Lésung im 

Wasserbade auf ein Drittel des Volumens eingeengt. Die iiber Nacht ab- 

geschiedenen Schleimséurekristalle werden nach dem Waschen in ver- 

diinnter Natronlauge gelést, daraus wieder mit Salzséure gefallt, abgesaugt, 

: gewaschen und 4 Stunden bei 105° getrocknet. 0,0843 g Schleimséure vom 
Schmelzpunkt 212 bis 213°, 


Kristallisierte d-Galaktose aus der Pektinsdure. 


Durch Schwefelsiurespaltung war aus der Pektinséure Nr. 3 bei véllig 
gleicher Arbeitsweise nach wiederholter Behandlung mit Tierkohle ein 
reiner Zuckersirup gewonnen worden im Gewicht von 2,27 g, der nach 
kurzem Stehen beim Reiben kristallisierte. Nach viertigigem Stehen 
wurde die zéhe Kristallmasse mit 93proz. Alkohol verrieben, abgesaugt, 
mit wenig Alkohol gewaschen und im Vakuum iiber Schwefelsdure getrocknet. 
Diese schwach gelblich gefairbten Kristalle (0,382 g) wurden in 10 ccm 
Wasser gelést und sofort polarisiert im 2-dm-Rohr. Es zeigt sich eine 
Anfangsdrehung von [a]p = + 131,4°, welche ihren Endwert bei 


1) Ann. d. Chem. 366, 277, 1909. 
*) v. Ekenstein und Lobry de Bruyn, Rec. Trav. P. B. 15, 225, 1896. 
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\alp = + 79,4° erreicht. Da Tollens') fiir Galaktose ebenfalls nach Muta- 
rotation [a]p = + 80,5° fand, deutete diese spezifische Drehung auf 
Galaktose hin. Trotzdem gibt der Zucker noch schwach die Orcinreaktion. 
Nach erneutem Umkristallisieren aus Alkohol werden schneeweiBe, trockene 
Kristalle von d-Galaktose gewonnen, die nun keine Spur einer Orcinreaktion 
mehr geben, also frei von Pentosen sind. 

0,2072 g d-Galaktose, gelést in 10 cem Wasser, zeigten im 2-dm-Rohr 
bei 20° sofort beobachtet aj, = + 5,14° und nach 24 Stunden ap = + 3,33°, 
demnach 

Anfangsdrehung . . . . . . [a] = + 124° und 
Enddrehung. ...... . [a??]= + 80,4°, 


wahrend Tollens') Mutarotation von [a]p = + 117° bis [a]p = 
beobachtet hat. 
Es lag somit reine kristallisierte d-Galaktose vor. 


Die zur Polarisation verwandte Lésung wurde eingedampft und der 
Riickstand mit Salpeterséure vom spezifischen Gewicht 1,15 zu Schleim- 
siure oxydiert. Es bildeten sich die typischen Schleimsaurekristalle, 
welche den von Tollens*) angegebenen Schmelzpunkt 213° zeigten. 


1-Xylose aus Pektinsdure. 


1. Xylonsdure-Bromcadmiumsalz nach Bertrand. 


Nach Abscheidung der Arabinose und Galaktose als Benzylphenyl- 
hydrazone aus dem bei der Hydrolyse der Pektinséure gewonnenen 
Zuckersirup (S. 58 bis 60) ergab sich ein Filtrat, das immer noch stark 
die Orcinreaktion zeigte. Es wurde nach den Angaben von Ruff und 
Ollendorf*) von dem iiberschiissigen Benzylphenylhydrazin und etwa in 
Lésung gehaltenen Hydrazonen der Arabinose und Galaktose durch 
Formaldehyd befreit und so in Form eines Sirups gewonnen, der mit 
Tierkohle aufgehellt wurde. Lufttrocken wog dieser 1,2g. Er wurde 
mit 3,5¢@ Wasser verriihrt und mit 1,4g CdCO, und 0,9g Brom versetzt. 
Nach kurzem Erwiairmen auf dem Wasserbad wurde das Ganze unter 
haufigem Umriihren stehengelassen, nach 20 Stunden kurz aufgekocht, 
siedend filtriert und mit wenig Wasser nachgewaschen. Nach vorsichtigem 
Einengen auf dem Wasserbad wird der erhaltene Sirup mit dem gleichen 
Volumen absoluten Alkohols verrieben. Bereits nach 4 Stunden haben 
sich die gut ausgebildeten bootférmigen Kristalle des Bertrandschen*) 
X ylonsdure-Bromcadmiumsalzes abgeschieden, deren typisches Aussehen 
fiir die Anwesenheit der Xylose charakteristisch ist. Nach 48stiindigem 
Stehen wird das Salz abgesaugt, in wenig Wasser wieder geliést und die 
Lésung mit absolutem Alkohol verriihrt, wobei sich das Salz in Form 
feiner farbloser Kristalle absetzt. 


1) Tollens, Handb. d. Kohlenhydrate 1914, S. 286. 

2) Ann. d. Chem. 227, 221, 1885. 

5) Ber. 82, 3234, 1899. 

*) Widtsoe und Tollens, Ber. 38, 136, 1900, Anmerkung. 
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Spezifische Drehung des X ylonsdure-Bromcadmiumsalzes. Angewandt 
0,0744 2, im Vakuum iiber Schwefelsiure getrocknet, wurden in 5 cen, 
Wasser gelést. 

ap = + 0,12° 
l= 1 [a]jp = + 8,1°. 
c= 1,488 
Browne und Tollens') fanden [a]p = + 7,4°. 


2. Kristallisierte 1-X ylose. 


Das Filtrat der aus dem Zuckersirup kristallisiert abgeschiedenen 
Galaktose, welches weder die Rosenthalersche Methylpentosenreaktion 
noch die Seliwano/{-Weehuizensche Ketosenreaktion gibt, wird nochmals 
mit Tierkohle behandelt. Nach allmahlichem Eindunsten auf dem Wasser- 
bade und Abkiihlen beginnt es schon nach einem Tage von neuem, reichliche, 
schéne, wasserhelle Prismen abzuscheiden. Diese werden nach sechstagigen 
Stehen abgesaugt und im Vakuum iiber Schwefelséure getrocknet. 0,62 g. 
Polarisiert zeigt die Lésung von 0,62 g Xylose in 10cem Wasser im '%4-dm- 
Rohr Mutarotation mit einer Anfangsdrehung von [a]p = + 64,8° wail einer 
Enddrehung von [a]p = + 21,3° (ap = + 0,66°). Der Zucker gibt schon 
in Spuren eine stark positive Orcinreaktion. 

Die mit wenig Wasser verdiinnte Zuckerlésung wird nochmals iit 
Tierkohle entfarbt, filtriert und auf dem Wasserbade allmahlich zum 
Sirup eingedunstet. Nach einigen Stunden setzt wieder die Kristallisation 
ein. Nach 6 Tagen wird die feste, weiBe Kristallmasse mit 96proz. Alkobol 
verrieben, abgesaugt, mit Alkohol und Ather gewaschen und im Vakuum 
iiber Schwefelséure bis zur Gewichtskonstanz getrocknet. 0,3078 g schnee- 
weiBe, kristallisierte /-Xylose. Diese Menge wird in 10 ccm Wasser geldst 
und im 2-dm-Rohr polarisiert. Sofort beobachtet aj) = + 3,21° und 
nach 24 Stunden aj) = + ),21°. Demnach 

Anfangsdrehung. . . . . . [a]}) = + 52,1° 
Enddrehung. . . . . . . . [a]? = + 19,7° 


Toilens*) beobachtete die Antangwteeng ere + 78,6° 
und die Enddrehung. .. . . a6 ge sd Desi ee - [a]Jp = + 19,2° 


Die Lésung ergab eine negative Sensiteinnte Methylpentosen - 
reaktion. Auch das Filtrat der zuerst aus dem Sirup abgeschiedenen Xylose 
zeigte nach Klaérung mit Tierkohle keine Seliwanoff-Wechuizensche und 
Rosenthalersche Reaktion. Es sind also unter den Monosacchariden der 
Pektinsiure Ketosen und Methylpentosen nicht nachweisbar. 


Untersuchungen iiber den vermeintlichen Gehalt der Pektinsdure an 
Methylpentosen. 


Bei den im Laufe der Untersuchungen (s. S. 48 und 59) angestellten 
Pentosenbestimmungen durch Furfuroldestillation ergab die teilweise Alkohol- 
léslichkeit des Phloroglucids scheinbar Anwesenheit von Methylpentosen. Zur 
Aufklérung der Frage, ob es sich hier wirklich um Methylpentosen oder nur 
um gewisse Zersetzungsprodukte anderer Beikérper handelt, wurden auBer 
den bereits angestellten noch die folgenden Untersuchungen ausgefiihrt. 


1) Ber. 35, 1461, 1902. 
*) Handbuch der Kohlenhydrate 1914, 8. 28. 
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Pektinséure und der aus ihr gewonnene Zuckersirup wurden mit Hilfe 
der Rosenthalerschen Reaktion auf Methylpentosen gepriift. Nach Rosen- 
thaler') ist der Beweis fiir ihre Anwesenheit erbracht, wenn nach Erwarmung 
der zu untersuchenden Substanz mit konzentrierter Salzsiure und Aceton 
im Wasserbad innerhalb 1, Stunde eine deutliche, himbeerrote Farbung 
auftritt, welche im Spektrum typische Absorptionslinien zeigt. Weder 
bei der Pektinséure, noch bei dem Zuckersirup trat die himbeerrote Farbe 
mit ihren charakteristischen Spektrallinien auf. Wurde diesen Untersuchungs- 
objekten aber eine Spur Rhamnosehydrat zugesetzt, so fiel die Rosenthaler- 
sche Reaktion deutlich positiv aus, ein Zeichen, daB andere Beikérper die 
Farbung nicht verdeckt haben konnten. Methylpentosen kénnen also in 
diesen Praéparaten nicht vorhanden gewesen sein. 

Zur eindeutigen Lésung dieser Frage wurden nun noch Untersuchungen 
mit Digalakturonséure aus Riibenpektin angestellt. Von dieser Verbindung 
muBte man nach den friiher angestellten Untersuchungen annehmen, 
daB8 sie nur aus Anhydriden der Galakturonsaéure besteht und keine weiteren 
Kohlenhydrate enthalt. Es wurde nun zunichst gepriift, ob nach Salzsiéure- 
destillation von reiner Digalakturonsaéure a aus Riiben das aus den Destillaten 
gewonnene Furfurolphloroglucid partiell in Alkohol léslich ist und in 
welchem Grade. 

Angewandt: 0,4386 g trockene Digalakturonséure a. 

Gefunden: 0,1759 g Furfurolphloroglucid (im Wasserbadtrockenschrank 
bei 98° bis zur Gewichtskonstanz getrocknet). Von dieser Menge lésen sich 
in 96proz. Alkohol 0,0117g. Daraus berechnet sich nach der Elletschen 
Tabelle®) : 

0,0288 g Methylfurfurolphloroglucid (7%) entsprechend | 6,6 Proz. 
Rhamnosehydrat ( ?), bezogen auf Digalakturonséure. Die mit dieser Substanz 
versuchte Rosenthalersche Reaktion verlief negativ. 

Zur weiteren Untersuchung wurde nun eine andere Portion Digalakturon- 
saure dem Verfahren der Tollensschen Salzsdiuredestillation unterworfen. 
Mit den ersten sechs gesondert aufgefangenen Destillaten wurde die Rosen- 
thalersche und Toliens-Widtsoesche*) Reaktion angestelit. Nach letzterer 
Methode erwirmt man 5 bis 10 cem des Destillats der Furfuroldestillation 
mit demselben Volumen 38proz. Salzséiure wahrend einiger Minuten auf 
dem Wasserbade. Bei Gegenwart von Methylpentosen tritt dann eine schwach 
gelborange Farbung auf, wahrend spektroskopisch ein Band zwischen 
griin und blau wahrzunehmen ist. In der folgenden Tabelle ist das Ergebnis 
einer solchen Destillation von 0,2 g Digalakturonséure a angegeben: 





Rosenthaler sche Reaktion Absorptions: —Tollens-Widtsoesche Reaktion | Absorptions+ 
linien im _ damon linien im 
Fraktion Farbe Spektrum | Fraktion | Farbe Spektrum 








| s. schw. hellgelb Farblos 


: a. | schw. hellgelb 


1) Zeitschr. f. analyt. Chem. 48, 167, 1909. 
2) van der Haar, Anleitung 1920, S. 82. 
5) Ber. 38, 143, 1900. 
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Nachdem diese Priifung wieder negativ verlaufen war, wurden erneu' 
0,2 g Digalakturonséure a in véllig gleicher Weise destilliert, nachdem i}: 
0,05 g Rhamnosehydrat zugesetzt worden war: Wie die folgende Zusammen 
stellung zeigt, tritt sowohl die Rosenthalersche wie die Widtsoesche Reaktio:, 
deutlich positiv auf: 





Rosenthaler sche Reaktion Absorptions- Widtsoe sche Reaktion Absorptions: 
siieaieaspet daniadiicedtiat tata aiiationns linien im eee vieloenatie linien im 
Fraktion Farbe Spektrum — Fraktion Farbe Spektrum 


s. schw. hellgelb | -- 
schw, hellgelb schw. + 


l schw. hellgelb — 
2 rétlich hellgelb  schw. + 
3 himbeerrot - 

4 §- 

» 


| 


schw. + 


gelborange 


Cur Whe 


s + 
6 schw. himbeerrot | schw. + 


Damit ist gezeigt, daB der Befund von alkoholléslichem Furfurol 
phloroglucid bei der Zersetzung von Pektinstoffen mit Salzsaure 
nicht allgemein zu einem Schlu8 auf Methylpentosen berechtigt, denn 
schon bei Salzséuredestillation der von Methylpentosen freien Galakturon- 
séure und daher auch bei der Destillation der Pektinsaure fiir sich treten 
Zersetzungsprodukte auf, welche in 96proz. Alkohol léslich und nicht mit 
Methylfurfurolphloroglucid identisch sind. Es gliickte tatsachlich nie, in 
irgend einem Praparat des Hexopentosans und der Pektinsaéure aus Flachs 
Methylpentosen durch die angegebenen Farbreaktionen nachzuweisen. 


Die quantitative Ermitilung der Galakturonsdure und der Kohlenhydrate im 
Molekiil der Pektinsdure. 


Nachdem durch diese Untersuchungen der Beweis erbracht ist, da 
Methylpentosen am Aufbau des Pektinséuremolekiils nicht beteiligt sind, 
sei zum SchluB die Methode angegeben, nach der versucht worden ist, iiber 
die quantitativen Mengenverhaltnisse der einzelnen Bausteine des Pektin- 
saéuremolekiils Aufschlu8 zu erhalten. Schon aus der Spaltung der Pektin- 
siure mit Salzsdéure (s. 8S. 50) konnte geschlossen werden, daB die Pektin- 
séure zu ungefabr 56 Proz. aus Galakturonséure bestehen miisse. Um genau 
festzustellen, in welcher Menge die Galakturonséure in der Pektinsdure 
enthalten ist, wurde die von Tollens und Lefévre*) fiir die Bestimmung von 
Glucuronsaure ausgearbeitete Methode auf die vorliegenden Untersuchungen 
iibertragen. Nach Tollens und Lefévre') spaltet Glucuronséure bei der 
Destillation mit Salzsiure vom spezifischen Gewicht 1,06 Kohlensaure ab; 
aus der quantitativ bestimmten Menge derselben la8t sich nach der 


Gleichung 
C,H,O, = C;H,O, + 2H,O + CO, 


der Gehalt an Glucuron berechnen. 
Zur Berechnung des Gehalts an Galakturonséure bedarf die Gleichung 
der folgenden Abanderung: 


C,H,O; = C;H,O, + 3H,O + CO,. 


1) Tollens und Lefévre, Ber. 40, 4513, 1907. 
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Aus ihr geht hervor, daB 1 Mol. Kohlensaéure | Mol. Galakturonsadure 
entspricht. 


Bei der Erhitzung mit 12proz. Salzsiure ergaben 0,8196g trockene 
Pektinséure Nr. 3 0,1139g CO,. Durch Multiplikation von 0,1139 mit 4,4 
ergibt sich 0,5012 g Galakturonséure, entsprechend 61,15 Proz. Galakturon- 
sdure in der Pektinséure. 


Damit ist zugleich ein Weg vorgezeichnet, um festzustellen, welche 
Mengen Furfurol bei der Salzsduredestillation der Pektinsiure einerseits 
aus der Galakturonséure, andererseits aus den nebenher vorhandenen 
Pentosen entstanden sind. 


Zu diesem Zwecke wurde zuniachst Digalakturonsiure quantitativ 
einma] auf die Furfurolabspaltung und parallel dazu auf die CO,-Abspaltung 
beim Erhitzen mit Salzsiure untersucht. Die aus der letzteren gefundene 
Galakturonsiuremenge wurde mit der bei der Furfuroldestillation erhaltenen 
Furfurolphloroglucidmenge verglichen. Dabei ergab sich, daB unter den 
Bedingungen der Bestimmungsmethoden von Tollens und Lejévre ein Teil 
Furfurolphloroglucid 2,94 Teilen Galakturonsiure C,.H,,0, bzw. 2,67 Teilen 
Digalakturonsaure C,,H,,O0,, entsprechen. Diese Beobachtung gibt eine 
Moéglichkeit, durch Kombination der Werte der Furfuroldestillation mit 
denen der Kohlendioxydabspaltung den Gehalt der Pentosen und der 
Galakturonsiure in der Pektinséiure zu bestimmen. 


Aus der Gesamtbestimmung der ,,Pentosen‘* durch Salzséuredestillation 
der Pektinséure ergab sich: 


Angewandt: 0,4582 g reine, trockene Pektinsaure. 
Gefunden: 0,1772 g Furfurolphloroglucid. 


Daraus berechnet sich fiir 1g Pektinséiure 0,3868g Fur/urolphloro- 
glucid im ganzen. Die CO,-Abspaltung nach Tollens-Lefévre liefert fiir 
dieselbe Pektinsiure folgende Werte: 


Angewandt: 1.2364 ¢ reine, trockene Pektinséure. 
Gefunden: 0,1605g CO,. 


Durch Multiplikation mit 4,4 ergeben sich 0,7062 g Galakturonsaure, 
entsprechend 57,1 Proz. Galakturonséiure in der Pektinsiure, d. h. lg 
Pektinséure enthalt 0,5710g Galakturonséiure. Durch Division dieser 
Menge durch den oben gefundenen Faktor 2,94 ergibt sich, daB die in 1 g 
Pektinsaéure enthaltene Galakturonséiuremenge 0,1943 g Furfurolphloroglucid 
entspricht. 

Zieht man diese Menge Furfurolphloroglucid von der oben insgesamt 
aus 1 g Pektinsdiure erhaltenen ab, so ergibt sich 0,3868 g 0,1943 g 

= 0,1925 g, d. h. die Menge Furfurolphloroglucid fiir 1g Pektinséure, die 
allein aus den Pentosen entstanden ist. 


Dieser Zah] entspricht nach der Krdberschen Tabelle eine Menge von 
21,8 Proz. Pentosen, berechnet als Arabinose in der Pektinsaure. 


Nun konnte schon aus der spezifischen Drehung des Zuckersirups der 
Pektinsaure (s. S. 58, Anm.) mit groBer Wahrscheinlichkeit gefolgert werden, 
daB die einzelnen darin enthaltenen Kohlehydrate in aéquimolekularen 
Mengen vorhanden sind. Demnach mii®te die isolierte Xylose in derselben 
prozentualen Menge am Aufbau der Pektinséure beteiligt sein, wie die 
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Arabinose; es ergibt sich daher fiir die beiden Zucker aus dem analytisc), 
gefundenen Gesamtwert der Pentosen: 

10,9 Proz. Arabinose und 

10,9 ,,  Xylose in der Pektinsaure. 


Da in diesem Zuckersirup das Verhaltnis der Pentosen zur Galaktose 
wie 61,6: 38,4 gefunden worden war (s. 8. 59), verbleibt fiir die pro- 
zentuale Menge der Galaktose: 


13,6 Proz. Galaktose in der Pektinséure. 


Wenn es sich hier infolge der Unzulanglichkeit der Bestimmungsmethoden 
und sonstiger Fehlerquellen auch nur um Annaéherungswerte handeln kann, 
so 14Bt sich jedenfalls aus dem Vergleich der nach verschiedenen Verfahren 
gefundenen Mengenverhaltnisse und ihrer GréBenordnung so viel mit 
Sicherheit folgern, daB von den verschiedenen Kohlehydraten je ein Molekii! 
im Pektinsiuremolekiil vorkommt. 
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Uber den Einflu® des Caleiums und der Phosphorsiure 
auf die Milch. 
Von 
J. Zaykowsky. 
(Aus dem agronomischen Institut in Leningrad, RuBland.) 


Eingegangen am 5. Dezember 1925.) 
(Eingegany 


Die Frage, auf welche Weise der tierische Organismus die im 
Futter enthaltenen organischen Niahrstoffe ausnutzt, ist bereits aus- 
fiihrlich behandelt worden, wenigstens beschaftigt man sich mit diesem 
Problem seit mehreren Jahrzehnten; dagegen ist die Rolle, welche die 
Mineralsalze im Organismus der Tiere spielen, bis jetzt wenig beachtet 


worden. Diese Frage gewinnt aber eine sehr groBe Bedeutung, wenn man 
einerseits das Bediirfnis des Organismus bedenkt, ein gewisses Minimum 
an mineralischen Nahrstoffen zu erhalten, und andererseits die Mannig- 
faltigkeit in bezug auf die Zusammensetzung und den Gehalt an an- 
organischen Salzen beachtet, durch welche sich die verschiedenen 
Futtermittel auszeichnen. Zieht man auBerdem noch in Betracht, daB 
diese Mineralsalze fiir den lebenden Organismus nicht nur im Verlauf 
des Wachstums (was besonders wichtig ist), sondern auch wahrend des 
gesamten Lebens unumginglich notwendig sind, um seine mineralische 
Bilanz aufrechtzuerhalten, so tritt die Wichtigkeit dieser Frage ganz 
klar zutage. Eine spezielle Bedeutung haben die anorganischen Nahr- 
stoffe fiir das Milchvieh tiberhaupt und besonders fiir die Ktthe waihrend 
ihrer Laktationsperiode. Bisher wurde die Futterration fiir eine 
milchende Kuh ausschlieBlich nach dem Stirkeaquivalent und dem 
EiweiBminimum im Verhaltnis zum Gewicht des Tieres und zu seiner 
Milchproduktion zusammengestellt. Weder die Qualitat noch die 
Quantitat der anorganischen Salze wurde in irgend ciner Weise be- 
riicksichtigt, indem man von vornherein annahm, da die Futterration 
geniigend Mineralbestandteile enthalt, nicht nur um den Organismus 
zu erhalten, sondern auch um das zugleich mit der Milch ausgeschiedene 
Defizit zu decken. Eine Erschwerung tritt hier freilich noch durch den 
5* 














68 J. Zayvkowsky : 


Umstand ein, da} bisher keine ausreichende Klarheit dariiber bestand, 
in welchem Grade der Organismus des Tieres die Salze verwerten kann. 
die er mit dem Futter erhilt. 


Fingerlingks (1) Untersuchungen haben gezeigt, daB die Ausnutzuny 
oder Assimilation des Calciums und der Phosphorséure durch den tierischen 
Organismus unmittelbar von der Quantitaét der im Futter befindlichen 
Rohfaser abhangt. Je mehr Rohfaserstoffe das Futter enthalt, desto 
weniger nutzt der Organismus die Mineralstoffe aus. Auf Grund derselben 
Beobachtungen werden bei Darreichung groben Futters nur 50 Proz., bei 
konzentriertem durchschnittlich 90 Proz. der gesamten im Futter befind- 
lichen Menge von Calcium- und phosphorsauren Salzen vom Organismus 
assimiliert. Beriicksichtigt man die wechselnde Zusammensetzung der 
Futterstoffe, die individuellen Eigenschaften des Tieres, die Milchproduktion 
und die eben angefiihrten Daten iiber den Koeffizienten der ausgenutzten 
anorganischen Salze, so kénnte médglicherweise der Fall eintreten, dai 
dem Tiere zwar eine hinreichende Menge organischer Nahrstoffe, aber eine 
ungeniigende Quantitét mineralischer Salze in seiner Futterration dar- 
geboten wird. Wir wissen, daB8 die Milch einen bestimmten Gehalt an 
anorganischen Substanzen aufweist, der in verhaltnismaBig engen Grenzen 
von 0,7 bis 0,8 Proz. schwankt. Erhalt nun die Kuh wahrend der Laktations- 
periode eine Salzmenge, die dem natiirlichen Bediirfnis ihres Organismus 
mit Riicksicht auf das Verschwinden von Salzen infolge Ausscheidung mit 
der Milch nicht geniigt, so ist es klar ersichtlich, da das Tier nicht die 
maximale Milchmenge liefern kann, die bei ausreichender mineralischer 
Ernahrung produziert werden kénnte. 

Seit dem Jahre 1916 sind in Deutschland eine Reihe von Unter- 
suchungen ausgefiihrt worden, die sich einerseits auf die Verdaulichkeit 
bzw. Unverdaulichkeit der anorganischen Nahrstoffe und andererseits auf 
die Erscheinungen, die durch verstarkte oder ungeniigende Ernahrung mit 
Mineralsalzen im Organismus hervorgerufen werden, erstreckten. Alle 
diese Forschungen beriicksichtigen ausschlieBlich den Einflu8 der wichtigsten 
mineralischen Nahrbestandteile, nimlich des Calciums und der Phosphor- 
siure. Ohne auf die einzelnen Versuche auf diesem Gebiete naher ein- 
zugehen [am Ende der Arbeit ist die.diesbeziigliche Literatur angefiihrt (2)}, 
sei hier erwaihnt, daB die meisten Autoren den giinstigen Einflu8 der inten- 
siven mineralischen Ernahrung auf den animalischen Organismus anerkannt 
haben. Obgleich die meisten Versuche mit kleinen Tieren (einschlieBlich 
Mausen) vorgenommen wurden, waren die dabei erhaltenen Resultate 
doch derart iiberzeugend, daB jetzt in den landwirtschaftlichen Betrieben 
Deutschlands der Zusatz von Calciumsalzen zum Viehfutter bereits ein- 
gefiihrt worden ist (vorzugsweise werden Chlorcalcium und kohlensaures 
Calcium ihrer Wohlfeilheit wegen angewandt). Der giinstige Einflu® der 
als Zusatz zur Nahrung in den animalischen Organismus eingefiihrten 
Calciumsalze kann gegenwirtig als eine feststehende Tatsache angesehen 
werden; nicht nur das Wachstum der Tiere, sondern auch die Milchproduk- 
tion werden dadurch gesteigert. 


Somit bestehen hinsichtlich der férdernden Wirkung der Calcium- 
und teilweise ‘der phosphorsauren Salze keinerlei Zweifel mehr; der 
Einflu8 der iibrigen Salze ist aber bisher noch gar nicht erforscht 
worden. Jeder Organismus, sowohl der vegetabilische als auch der 
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animalische, enthalt auch eine ganze Reihe anderer anorganischer 
Verbindungen, und wenn auch einige derselben in nur unbedeutenden 
Quantitaten vorhanden sind, so ist ihre Anwesenheit dennoch fiir die 
normale Entwicklung und die physiologischen Funktionen des lebenden 
Organismus unbedingt erforderlich. Das gilt natiirlich in gleicher Weise 
ebenso fiir die Anionen wie fiir die Kationen. Ja, es ist sogar méglich, 
daB ein unmittelbarer Zusammenhang zwischen den anorganischen 
Salzen und dem Kérperbau des Tieres besteht, unter anderem z. B. 
zwischen den Eisenverbindungen und der Fiarbung (Pigment), oder 
zwischen den phosphorsauren Calciumsalzen und dem Knochengeriist. 
Die Bedeutung dieser Beziehungen wurde bisher tiberhaupt noch nicht 
erforscht. 

Von besonderer Wichtigkeit ist es, den EinfluB der anorganischen 
Salze auf den animalischen Organismus an russischen Tieren zu unter- 
suchen. Die ungeheure Ausdehnung RuBlands mit seinem sehr ver- 
schiedenartigen Boden hat die Notwendigkeit zur Folge, die groben 
sowie die konzentrierten Futtermittel von einer Gegend in die andere 
zu transportieren. Dieses Futter hat natiirlich, je nach dem Boden, 
eine sehr wechselnde organische und anorganische Zusammensetzung. 
Leider blieb die Untersuchung des Futters bis jetzt in den, meisten 
Fillen auf eine Bestimmung der organischen Niahrstoffe beschrinkt, 
die mineralischen Bestandteile wurden nur als Asche gekennzeichnet, 
ohne daB ihre Zusammensetzung sowie das quantitative Verhaltnis 
der einzelnen Aschenbestandteile untereinander und des gesamten 
anorganischen Anteils zu den iibrigen Nahrstoffen untersucht wurde. 
Kine nicht geringere Bedeutung hat die mineralische Ernahrung des 
Milchviehs fiir die Milchwirtschaft und speziell fiir die Kasebereitung. 

Es ist eine allbekannte Tatsache, daB bei der Zubereitung von harten 
Kasesorten (Emmentaler Typus) lange Zeit ein untaugliches Produkt 
hergestellt wurde, und daB vielleicht auch jetzt noch der sogenannte 
russische Schweizerkise mit dem in seiner Heimat, der Schweiz, bereiteten 
Produkt nichts gemeinsam hat. Diese Tatsache kann man wohl kaum nur 
durch ungeeignetes Personal oder durch klimatische Verhaltnisse erklaren, 
denn die ersten Kaser hatten ihr Gewerbe in der Schweiz erlernt, und 
iiberdies war es nicht schwierig, die Temperatur in den Kasekellern den 
in der Schweiz geltenden Bedingungen anzugleichen. 

Was die bakterielle Flora anbetrifft, so wies unser Produkt, trotz 
einer Impfung mit Bakterien aus dem Schweizer Kase, doch gegeniiber 
dem aus der Schweiz stammenden eine groBe Verschiedenheit auf. 
Die Ursache hierfiir liegt wohl tiefer begriindet, nimlich in der chemischen 
Konstitution der Milch und in ihrer Qualitat. Allein die chemische 
Zusammensetzung der Milch ist ziemlich konstant und variiert nur 
innerhalb der quantitativen Verhaltnisse der Milchbestandteile. Wir 
wollen nunmehr untersuchen, welchen EinfluB diese oder jene Zu- 
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sammensetzung der Milch auf das Reifen des Kiases haben kann. Be- 
kanntlich enthalt die Milch, auBer Wasser, Kohlenhydrate (Milchzucker), 
Eiweibkérper (hauptsachlich Casein), Fett und anorganische Salze. Die 
Menge des Fettes, soweit es frisch ist, wirkt nur auf die Feinheit, nicht 
aber auf den Charakter des Kasegeschmacks. Die Menge der Eiwei{- 
stoffe kann nur die Quantitaét des Kases beeinflussen, denn der Molken- 
gehalt im Kase muB bei richtiger Behandlung des Gerinnsels und bei 
vorschriftsmaBigem Pressen mehr oder weniger konstant sein; folglich 
sollte die Quantitaét der stickstoffhaltigen Bestandteile derselben 
Sorte theoretisch immer gleich bleiben. So kann auch dieser Bestandtei! 
der Milch keinen EinfluB auf das Reifen des Kises haben. Anders 
verhalt es sich mit dem Milchzucker und den anorganischen Salzen. 

Bekanntlich erleidet der Milchzucker unter dem EinfluB von 
Bakterien eine Spaltung, wobei sich verschiedene Zerfallsprodukte 
bilden, unter denen die Milchsiure die erste Stelle einnimmt. Ihre 
Menge hingt ausschlieBlich von vorhandenem Milchzucker ab, denn 
der ZersetzungsprozeB des Zuckers verliuft quantitativ bis zu Ende, 
und der gesamte Zucker verschwindet schon in den ersten Tagen nach 
der Zubereitung des Kises. Infolgedessen hingt der Milchsiuregehalt 
im Kase jedesmal von der Menge des in der Milch enthaltenen Milch- 
zuckers ab. Die Milchsaure spielt somit im ReifungsprozeB des Kises 
eine groBe Rolle. Sie beschleunigt einerseits die Wirkung der im Kase 
befindlichen Enzyme, also auch des Labferments, und ist andererseits 
eine Art Regulator des ganzen Reifungsvorganges, da die Vermehrung 
und die Entwicklung der verschiedenen Mikroorganismen vom Saure- 
gehalt abhingt. Je mehr Milchsiure der Kase enthalt, desto weniger 
eignet er sich zur Entwicklung von Bakterien und desto schneller 
sterben dieselben ab. van Dam (4) hat dargetan, daB in richtig reifenden 
harten Kasesorten die Aciditat, welche nicht durch Titration, sondern 
durch Bestimmung der Wasserstoffionenkonzentration gemessen wird, 
konstant bleibt; folglich muB die sich bildende Milchsiure entweder 
verschwinden oder in irgend eine chemische Verbindung tibergehen. 
Ein Teil der Milchsiure wird nun von den Mikroorganismen weiter 
zerlegt, ein Teil geht in eine wenig stabile Verbindung mit den basischen 
Gruppen des Paracaseins iiber, der Rest wird durch die in der Molke 
und in dem Gerinnsel befindlichen Calciumsalze neutralisiert. Wenn 
nun die fiir den Kise verwendete Milch viel Milchzucker und wenig 
anorganische Salze enthalt, welche die entstehende groBe Menge Milch- 
siure zu neutralisieren vermégen, so wird der aus einer derartigen Milch 
zubereitete Kise nicht ordnungsgemaB reifen, oder die Reifung verlauft 
in irgend einer anderen Richtung. Der Kase erhalt dann nicht den fir 
ihn charakteristischen Geschmack und Geruch und die richtige Struktur 
der Masse. In dem einander nicht entsprechenden Verhaltnis des 
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Milehzuckers zu den anorganischen Salzen, besonders dem Calcium 
in der Milch, ist also die Ursache fiir einige Fehler des russischen 
Schweizerkises zu suchen. Besonders dadurch erhalt er einen vom 
echten Schweizerkise verschiedenen Charakter. Dieser Umstand wird 
noch durch die von A. A. Kalantar mitgeteilte Feststellung bestitigt, 
daB der bei der Kasebereitung angewendete Zusatz von Calciumsalzen 
zur Mileh giinstige Resultate ergab. 

AuBerdem wirkt der Gehalt an Calciumsalzen in der Milch un- 
mittelbar auf die Saiuerung der Milch durch das Labferment; je mehr 
Caleiumsalze in der Milch enthalten sind, desto schneller gerinnt sie, 
unter sonst gleichen Bedingungen. 

Obgleich, wie schon oben erwahnt, die erginzende Fiitterung der 
Tiere mit Calciumsalzen (in Deutschland) bereits hinlinglich erforscht 
ist und giinstige Resultate hinsichtlich des Wachstums der jungen 
Tiere sowie betreffs des Milchertrags bei Ziegen erzielt worden sind, 
so war es doch von Interesse, diese Ergebnisse mit unter unseren Be- 
dingungen angestellten Versuchen zu vergleichen. Ich habe mich in 
den von mir ausgefiihrten Untersuchungen bemiiht, den EinfluB der 
Salze nicht nur unmittelbar auf den Milchertrag, sondern auch auf 
die Zusammensetzung der Milch zu ermitteln. Von den oben erwihnten 
irwagungen ausgehend, muBte man nicht nur den gesamten Asche- 
gehalt der Milch, sondern auch deren Hauptbestandteile, Calcium und 
Phosphor, bestimmen. Die experimentelle Viehfiitterung mit an- 
organischen Salzen kann teilweise als Entscheidung dafiir dienen, ob 
die Tiere geniigend mineralische Nahrung erhalten oder nicht. Wenn 
ein bestimmtes Tier bei richtig zusammengesetzter Nahrung die maxi- 
male Quantitét Milch produziert und sich dieser Milchertrag nach der 
erganzenden Fiitterung mit anorganischen Salzen nicht vergréBert, 
so ist dies ein Beweis dafiir, daB die Futterration geniigend Mineral- 
bestandteile enthalt. Wird dagegen bei ordnungsgema$ zusammen- 
gesetzter Nahrung die Milchproduktion eines bestimmten Tieres nach 
dem Zusatz anorganischer Saize zum Futter gesteigert, so kana man 
mit Gewibheit behaupten, daB das Tier die mineralischen Bestandteile 
entweder in ungeniigender Menge oder, was das gleiche besagt, in 
unverdaulicher Form erhalt. Zu derselben SchluBfolgerung gelangt 
man, wenn sich der Fettgehalt vergréBert, ohne daB der Milchertrag 
zunimmt. 

Um die angeschnittenen Fragen zu entscheiden, habe ich noch im 
Jahre 1924 im Landwirtschaftlichen Institut zu Wologda Versuche an 
milchenden Kiihen angestellt. 

Obgleich die Daten dieser Versuche aus auBeren Griinden hier nicht 


angefiihrt werden kénnen, muB ich doch erwahnen, da8 bereits bei diesen 
vorlaufigen Versuchen ein erhéhter Milchertrag bei den Versuchskiihen 
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bemerkt wurde. Diese Beobachtungen iiber die Wirkung der erganzende, 
mineralischen Ernahrung auf das Milchvieh wurden im laufenden Jahre 
in der Zootechnischen Versuchsstation des agronomischen Instituts in 
Leningrad fortgesetzt. Obgleich aie Resultate dieser Versuche wede: 
umfangreich noch vollstandig genug sind, sind sie doch von so grober 
Beweiskraft, daB es nicht ohne Interesse ist, sie zu veréffentlichen. Fiiy 
die Versuche wurden folgende Kiihe ausgewihlt, welche sich weder dure} 
groBen Milchertrag noch durch besonderen Fettgehalt der Milch auszeic} 
neten: Guria, Geran, Saria und Swanka. Die beiden ersten befanden sich 
im siebten bis achten Monat, die zwei letzten im sechsten bis siebten Monat 
ihrer Laktationsperiode, d. h. gerade zu einem Zeitpunkt, in welchem 
weder die Menge noch der Fettgehalt der Milch starken Veranderungen 
unterliegt. Die Kiihe erhielten wahrend der Versuchsperiode sowie 10 Tage 
vor und 10 Tage nach derselben eine gleichmaBige Futterration. Zum 
Experiment wurde zweibasisches phosphorsaures und kohlensaures Cal- 
cium verwandt. Obgleich Loew (5) Calciumchlorid ausdriicklich als er- 
ginzendes Futtermittel empfiehlt, wurde doch kohlensaures Calcium 
gewahlt, und zwar aus folgenden Griinden. Erstens ist durch A. Morgens (6) 
Versuche erwiesen, da8 beide Salze auf den animalischen Organismus ein 
und dieselbe Wirkung ausiiben, nur daB die Anwendung des Calcium- 
chlorids auf kleine Mengen beschrinkt werden muB, weil gréBere Mengen 
desselben auf den Organismus schadlich wirken kénnen. Zweitens kann 
das kohlensaure Calcium von praktischer Bedeutung sein, weil es viel 
wohlfeiler als das Calciumchlorid ist. Auch das kohlensaure Salz kann 
fiir das Tier schadlich werden, da es die Salzsiure des Magensaftes neutra- 
lisiert und dadurch die Verdauung erschwert ; auBerdem kann es, in groBen 
Dosen angewandt, durch die sich bildende Kohlenséiure Blahungen hervor- 
rufen. Diese Frage muB noch weiter bearbeitet werden. Wahrend unserer 
Versuche konnten, bei einer taglichen Dosis von nicht iiber 100 g pro Tier, 
keinerlei schidliche Symptome wahrgenommen werden. Nachdem die 
Tiere ihre bestimmte Ration 10 Tage lang erhalten hatten, wurde die Milch 
untersucht; darauf wurde begonnen, den Kiihen Salz zu geben, das dem 
Futter trocken beigemischt wurde. Zwei Kiihe bekamen zuerst kohlensaures 
Calcium, beginnend mit je 30g pro Kopf; die Gabe wurde taglich so ver- 
gréBert, daB die Kiihe nach 8 Tagen 100g erhielten. Zur gleichen Zeit 
bekamen die zwei anderen Kiihe phosphorsaures Calcium von 20 g pro Tier 
taglich angefangen und bis zu 80g aufsteigend. Die ergainzende Fiitterung 
mit anorganischen Salzen dauerte 10 Tage. 2 Tage bevor der Salzzusatz 
aufhérte und 24 Stunden darauf wurden Milchproben zur Untersuchung 
entnommen. Nach Beendigung des ersten Versuchs erhielten die Kiihe 
noch 10 Tage dieselbe Ration, die Milch wurde wiederum untersucht. 
Darauf wurde den Kiihen wieder Salz gegeben, aber in umgekehrter Ordnung, 
derart, daB die Kiihe, welche kohlensaures Salz erhalten hatten, jetzt phos- 
phorsaures Calcium bekamen, und umgekehrt. Am SchluB des Versuchs 
wurde die Milch, ebenso wie beim ersten Experiment zweimal untersucht. 
An demselben Tage, an dem die Proben entnommen wurden, wurde die 
Asche, das Calcium als CaO und der Phosphor als P,O, bestimmt. AuBer- 
dem wurde taglich das spezifische Gewicht, der Fettgehalt und die Aciditat 
der Milch untersucht. Die Ergebnisse der Versuche sind in die Tabellen 
nach Perioden eingetragen. Die erste Periode umfaBt die 10 Tage vor dem 
Zusatz der anorganischen Salze, die zweite 10 Tage der ergainzenden mine- 
ralischen Ernahrung, die dritte die Zwischenzeit von 10 Tagen und die 
vierte wiederum 10 Tage der anorganischen Zusatze. 
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Mineralische 
Ernahrung 


Fett 
Asche 
Periode Durch: . 
schnitt 


Proz. 


Gewicht 
Torner 


In 


Graden nach 


Milchertrag 
in 10 Tagen 
Aciditat in 


Spezifisches 


‘al , 
aia fwSe 10 Tagen lroz 


Name der Kuh: Guria. 
113.4 355 4.02 32.3 1651 | 0.711 |0,148 0.189 
1218 397 483 33,2 18,18 | 0.784 /0,168 0,239") 
107,6 361 438 32.9 18.02 0.751 | 0.149 | 0,208 
1193 382 454 33.9 | 17,62 | 0.767 |0.177  0,222*) 
Name der Kuh: Geran. 
100.6 | 3.63 3.65 31.9 | 18,18 0.797 0,155 | 0.166 
106.0 3.78 4.00 32.5 19.19 0805 0,177 | 0,184°) 
298 359 3.58 32,1 19,19 0800 0,161 | 0,179 
103,56 3.92 4,05 33.0 20,12 0822 0.173 | 0.215") 
Name der Kuh: Saria. 
107.6 3,46 | 3,72 324 19.16 0.747 0.1451 0.1652 
112.9 3,78 | 4,26 33.4 19.56 0.806 0.1709 0,1750°) 
— 1105 333 3,68 33,0 19.16 0.768 0.1650 0.1698 
242.7 307.7 1275 3,70 4,72 | 33,8 20,10 0.837 0.1716 0.1788") 
Name der Kuh: Swanka. 


— — 11,7 343 | 383 | 32.6 | 18.20 0,797 0.1716 0.1788 
242.7 307.7 1203 382 459 332 2010 0876 0.1901) 0.1990") 
— — 1109 3,30 | 3,66 33,0 19,16 0.806 0,1745)0,1761 
2884 — 1183 365 4,32 339 19,16 0,920 | 0,1799' 0,1881°) 


*) Daten fur die Salze im Durchschnitt aus zwei Bestimmunyen. 


Die Quantitaét an anorganischen Salzen, welche die Kiihe im 
Futter bekamen, muB auch beriicksichtigt werden; die Ration blieb, 
wie erwihnt, im Verlauf des ganzen Versuchs unverandert. Der Gehalt 
an CaO und P,O, ist aus der beigefiigten Tabelle ersichtlich. 





Grobes Futter Konzentriertes Futter Mineralische Salze in g fur 10 Tage 
; : im 
Kohl- Leins Weizens Malz» jimgroben Futter konzentrierten 


Name der Kuh Ss e 
Hee (Stroh ruben kuchen kleie keime Futter 


Pid. Pid. Ptd Ptd Pid. 


CaO =—PLOs) «CaO | PLO; 


Gurla ... 24 1050 456 142 685 
Geran... 24 2 1050 456 102 4384 
Seria ... 24 - ¢ 1034 351 193 984 
Swanka . . 24 1034 351 182 964 


Wir wollen jetzt die mineralische Bilanz der Tiere vor und nach 
der erginzenden Fiitterung mit anorganischen Salzen betrachten. 
Die Menge der Calciumsalze und der Phosphorsiure, die wihrend der 
Versuchsperiode mit der Milch ausgeschieden wurden, ist in beifolgender 


Tabelle angefiihrt. 
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Namen der Kiihe Guria Geran Saria Swanka 


Periode CaO PLO, CaO P2Os || CaO P20, CaO PLO 


168 214 156 167 156 178 192 200 
204 291 181 195 193 197 229 239 
160 224 161 179 182 188 193 195 
211 265 179 222 219 228 213 222 


Diese Salzmenge mu8 unbedingt in den Organismus des Tieres ein- 
gefiihrt werden. Aber auBerdem bedarf die Kuh einer gewissen Menge 
von Salzen zum Leben. Bogdanoff stiitzt sich auf Hennebergs Daten und 
fiihrt aus, daB zum Erhalten des Gewichts einer 400 kg schweren Kuh 
taglich 41g CaO und 21g P,O, eingefiihrt werden miissen. So miissen 
insgesamt im Laufe von 10 Tagen etwa 575g CaO und 450g P,O, dem 
Tiere zugefiihrt werden. Diese Quantitéten mineralischer Salze entsprechen 
ungefahr der Halfte der anorganischen Salzmenge, welche jede Versuchskuh 
in einer Ration im Futter erhielt. So ware anscheinend alles geregelt, 
denn die Ausscheidung von Salzen wurde durch die in doppelter Menge 
im Futter enthaltenen gedeckt. Aber in Wirklichkeit kann der animalische 
Organismus nur ein Drittel bis die Halfte aller Salze ausnutzen, die das 
Futter enthalt (mach Angaben von Bogdanoff). Je gréber das Futter, 
je mehr Rohfaser es enthalt, desto kleiner ist die Salzmenge, die assimiliert 
wird. Nimmt man an, daB8 die Halfte der mit dem Futter eingefiihrten 
Salze von den Versuchstieren assimiliert wurde, so stimmte die Ausgabe 
mit der Einnahme iiberein. Da aber der gréBte Teil des Calciums gerade 
im groben Futter enthalten war, also schlechter assimiliert wurde (ein 
Drittel), so iibersteigt die Ausgabe die Einnahme bedeutend, und die Menge 
an Calciumsalzen, welche die Kiihe im Futter erhielten, war fiir ihren Bedart 
bei weitem nicht ausreichend. Mit den phosphorsauren Salzen verhielt 
es sich bedeutend besser; die Hauptmenge des Phosphors in der den Ver- 
suchskiihen gegebenen Ration war in dem konzentrierten Futter enthalten 
und wurde infolgedessen besser vom Organismus utilisiert. Das bestatigen 
auch die Ergebnisse des Versuchs: das Fiittern mit Calciumsalzen, welche 
Phosphor enthielten, und mit solechen ohne Phosphor hatte ein und dieselbe 
Wirkung. Das Resultat wire wahrscheinlich anders ausgefallen, wenn die 
Kiihe nicht geniigend konzentriertes Futter bekommen hitten, wie das 
in Bauernwirtschaften vorkommt. Wie aus den Daten der Tabelle ersichtlich 
ist, hatte die erganzende Fiitterung mit anorganischen Salzen sowohl auf 
die Menge, als auch auf die Beschaffenheit der Milch Einflu8B8. Die Menge 
der gemolkenen Milch hat sich bedeutend vergréBert, um 7 bis 8 Proz. 
Es muB hier bemerkt werden, da8 gerade wahrend der Versuchszeit ein 
Wecasel des Personals, welches das Vieh pflegt, stattgefunden hatte, und 
zwar der Melkerinnen. Dieser Wechsel bewirkte in der ersten Zeit eine 
Anderung der Menge sowie des Fettgehaltes der Milch. Die monatliche 
Summierung des Milchertrags der ganzen Herde (72 Stiick) ergab, dal 
bei allen Kiihen, mit Ausnahme der Versuchstiere, wahrend dieser Zeit 
weniger Fett in der Milch enthalten war. Dieser Umstand ist sehr charak- 
teristisch und bestatigt die Richtigkeit des angestellten Versuchs. 

Nicht nur der Fettgehalt, sondern auch das spezifische Gewicht wird 
erhéht, was auf eine Zunahme der festen Bestandteile der Milch hinweist 
und bei der Kasefabrikation von Bedeutung ist. Ebenso wichtig ist der 
erhéhte Gehalt an Calcium- und phosphorsauren Salzen. Obgleich diese 
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Zunahme als sehr unbedeutend erscheint, so wirkt sie doch sehr auf die 
Qualitat der Milch bei der Kasebereitung. Die Bestimmung der Gerinnungs- 
geschwindigkeit der Milch durch Labferment vor und nach dem Versuch 
bot einige Schwierigkeiten, da es nicht méglich war, mehrere zur Gerinnung 
erforderliche Bedingungen gleichmaBig innezuhalten. Daher erfolgte die 
Beobachtung dieser Verinderung auf indirektem Wege, namlich durch 
Zusatz gewisser Mengen geléster Calciumsalze zur Milch. Zur Untersuchung 
gelangte chlor- und phosphorsaures Calcium. Die Resultate dieser Versuche 
sind in der nachfolgenden Tabelle angefiihrt. 





Zu5S0cem MilchCaOQ  Gerinnungszeit von Zu 530 com Milch CaO Gerinnungszeit von 
als CaCl, zugesetzt lcem 1 proz. Lab als Ca(H,PO,), zugesetzt 1 com 1 proz. Lab 
-- 6’ 5” _— , 2 

0,0162 3’ 7” 0,0306 1’ 33” 
0.0081 4’ 2” 0.0153 2’ 18” 
0,0040 4' 34” 0,0076 3” 17” 


Man ersieht aus diesen Daten, da®B ein geringer Zusatz von Calcium- 
salzen zur Milch eine starke Wirkung auf die Gerinnungsgeschwindigkeit 
der Milech durch Labferment ausiibt. Dabei wirkt das phosphorsaure 
Calcium starker, wahrscheinlich infolge der gleichzeitig erhéhten Wasser- 
stoffionenkonzentration. Diese Erscheinung ist bei der Zubereitung der 
siiBen Kasesorten von groBer Bedeutung, besonders der harten (Emmentaler 
Typus). Die VergréBerung der Menge der Calciumsalze spielt auch im 
ReifungsprozeB der Kase eine groBe Rolle bei der Neutralisation der sich 
bildenden Milchsaure. 

Wenn man die aus dem Versuch erhaltenen Daten summiert, so ergibt 
sich, daB die erginzende Ernahrung der Kiihe mit anorganischen Salzen 
sowohl auf die Quantitat als auch auf die Qualitat der Milch einen giinstigen 
Einflu8 ausgeiibt hat. Nach dem spezifischen Gewicht zu urteilen, nimmt 
nicht nur das Fett, sondern auch alle anderen Bestandteile der Milch zu, 
auch die mineralischen. Diese Auffassung widerspricht der Ansicht von 
Jensen, der die Médglichkeit leugnet, den Aschegehalt der Milech durch 
Salzfiitterung zu vergréBern (nach Bogdanof/ zitiert). 


Obgleich der angestellte Versuch weder auf Vollstaindigkeit noch 
auf besondere Genauigkeit Anspruch erheben kann, so kann man doch 
schon einen Plan fiir die weitere Behandlung dieser (in RuBland zum 
ersten Male) angeschnittenen Frage entwerfen. 

1. Die Lésung der Frage, ein wie groBer Teil der im Futter ent- 
haltenen anorganischen Salze vom Tier assimiliert wird. 

2. Eine griindliche Untersuchung der russischen Futtermittel nicht 
nur in bezug auf den Gehalt an roher Asche, sondern auch der einzeinen 
Salze. Diese Frage ist besonders wichtig, weil wir sehr verschiedene 
Futterstoffe besitzen, deren Asche fast gar nicht untersucht worden 
ist, und weil wir uns in den meisten Fallen mit den Angaben deutscher 
Forscher begniigen miissen. 

3. Die Erforschung des Zusammenhangs zwischen dem Vor- 
handensein dieser oder jener anorganischen Salze im Futter und dem 
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Kérperbau des Tieres. Hier kénnen nicht nur phosphorsaure Calcium. 
salze, sondern auch andere Salze eine Rolle spielen. 

4. Die Wirkung der Salze auf die Zucht junger Tiere und besonders 
auf die kiinstliche Erhéhung der Milchproduktion einzelner Kiihe. 

5. Der EinfluB der Salze auf den Milchertrag und die Zusammen. 
setzung der Milch. 

6. Der Zusammenhang zwischen den Salzen in der Milch und 
ihrer Qualitaét, auch des aus derselben zubereiteten Kiises. 

7. Die Lésung der Frage, inwiefern eine Erhéhung des Fettgehalts 
oder der Qualitat der Milch bei der erganzenden mineralischen Ernihrung 
als ein Beweis dafiir dienen kann, daB die Futtermittel zu wenig an- 
organische Bestandteile enthalten. Das wird dort von Bedeutung sein, 
wo es unmdglich ist, eine vollstindige chemische Analyse der Futter- 
mittel auszufiihren. 

Bei der Durchfiihrung dieser Versuche wurde ich zuerst von 
W. K. Iwankin und von O. A. Fedorowa unterstiitzt, denen ich auch 
an dieser Stelle meinen Dank aussprechen méchte. 
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Zur Frage nach der konservierenden Wirkung von Milchhefe 
auf Milchsiurebakterien. 


Von 
N. Slobodska-Zaykowska. 
(Aus dem Milchwirtschaftsinstitut zu Wologda.) 


(Eingegangen am 5. Dezember 1925.) 


Im Milchwirtschaftsinstitut zu Wologoda wurde von S. A. Koroleff 
die Art der Konservierung wertvoller Kulturen von Milchsiuremikroben 
durch gemeinsames Wachstum mit Milchhefe in die Praxis eingefiihrt. 
Damit sich die Milchsiurebakterien in vollkommen einwandfreiem Zu- 
stande erhalten, geniigt es, derartige Kulturen drei bis viermal im Jahre 
unzuimpfen. Die Gewinnung einer reinen Zucht bei einer detartigen 


Mischung bereitet keinerlei Schwierigkeiten ; sie muB nur vor der Aussaat 
in Petrischalen erfrischt, d. h. zweimal nacheinander auf Milch gegossen 
werden. Bei der Aussaat in Petrischalen bedient man sich irgend eines 
beliebigen festen, durchsichtigen Nahrbodens, der zum Gedeihen von 
Hefe geeignet ist. Milchsiurestreptokokken gedeihen auf einem der- 
artigen Nahrmilieu in der Regel gut, und ihre Trennung aus den ent- 
wickelten Kolonien erfolgt ohne Miihewaltung. Fiir die Milchsaure- 
stibchen bedarf es keines speziellen Nahrsubstrats, obwohl dieselben 
auf einem gewéhnlichen Nahrboden in Laboratorien nicht gedeihen. 
Es diirfte ein sogenannter ,,negativer Boden“ geniigen, auf dem 
eine Aussaat in Probierréhrchen mit Milch vorgenommen wird, und 
zwar aus jeder Schale diejenigen Teile des Nahrbodens, in denen keine 
Hefekolonien vorhanden sind. Die bei der Infizierung der Schale dorthin 
gelangten Zellen von Milchsiurestabchen bleiben lebensfahig und 
entwickeln sich nur dann nicht zu Kolonien, wenn sich der Nahrboden 
als untauglich erweist. Die Aussaat auf Milch dagegen gedeiht gut bei 
entsprechenden Temperaturbedingungen. Die aus einer derartigen 
Mischung hervorgegangenen Kulturen unterscheiden sich hinsichtlich 
ihrer Eigenschaften kaum von den urspriinglichen, selbst dann nicht, 
wenn sie mehrere Jahre hindurch mit Hefe aufbewahrt werden. Diese 
Konservierungsmethode von Kulturen in lebendem Zustande basiert 
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auf den natiirlichen Assoziationsverbindungen, denen die bakteriologisc)e 
Wissenschaft so haufig in der Praxis begegnet. Die Zubereitung einer 
ganzen Reihe von gesiuerten Milchprodukten: Kefir, Kumis, Yoghurt 
Mazzoni, schwedische konservierte Milch, beruht auf einer Verbindung 
von Mikroorganismen. Diese Produkte konnten sich im Laufe vieler 
Jahrhunderte unverdorben erhalten, obwohl die Umgebung der 
primitiven Nomadenstamme und selbst der ansissigen Vélker des 
Siidens, die sich mit der Bereitung derartiger Praparate befaBten, 
sanitiren und bakteriologischen Anspriichen wohl kaum geniigt hatte. 
In bakteriologischer Beziehung stellen alle diese Sauermilchpraparate 
hauptsachlich eine Verbindung von Milchsiuremikroben — Stabchen 
und Streptokokken — mit verschiedenartigen Hefen dar. Eine analoge 
Kombination finden wir bei denjenigen Sauerteigen, die bei der Wein- 
gewinnung und Bierbrauerei angewandt werden: auch hier sind Hefen- 
und Milchsauremikroben vorhanden. Die Analyse beliebiger gepreBter 
Hefen ergibt das Uberwiegen von zwei dieser Mikroorganismen. Alle 
derartige Sauerteige zeichnen sich durch eine auBerordentliche Lebens- 
fihigkeit aus. Unter solchen Bedingungen erhalten sich die Milchsaure- 
bakterien tiberaus lange. So beschaffene Sauerteige sind seit Urzeiten 
bekannt und iiberall in denjenigen Gegenden verbreitet, wo fiir die 
Viehzucht geeignete Bedingungen vorherrschen. Die Abgeschlossenheit 
der betreffenden Laindereien von den benachbarten Gebieten erwies 
sich als ein fordernder Faktor fiir die Entstehung verschiedener Sauer- 
milcharten. Als Beispiel.sei einerseits die schwedische konservierte 
Milch und andererseits die bulgarische saure Milch angefiihrt. Vergleicht 
man jedoch die mikrobiologische Zusammensetzung von: Mazzoni, 
Leben, Yoghurt — so ergibt sich, daB der Hauptbestandteil dieser 
Produkte, der lange Lactobacillus (Bacill. bulgaricus, lebenis, mazun.), 
sich so unwesentlich von allen drei Mikroben unterscheidet, daB sie 
nur mit groBer Miihe fiir verschiedene Arten milchsaurer Mikroben 
angesehen werden kénnen. Die Mehrzahl der Forscher ist daher auch 
geneigt, im gegebenen Falle ihre Identitat anzunehmen und allenfalls 
eine Rassenabweichung gelten zu lassen. 


Beachtenswert ist, daB diese héchst nahrhaften Produkte sowohl! 
bakteriologisch als auch biochemisch, hinsichtlich jedes einzelnen 
Komponenten, bereits untersucht worden sind. 


Leider wird in diesen Arbeiten die Frage nach der Ursache der 
merkwiirdigen Bestandigkeit der Mikrobenverbindungen nicht berihrt. 
Dieses Problem, wurde erst spiiter behandelt, als es sich herausstellte, 
daB die trockenen Heilpriparate ,, Yoghurt“, die eine Zeitlang auBerst 
verbreitet waren, keinen vélligen Ersatz boten, da denselben die zur 
Bereitung von saurer Milch erforderlichen Bestandteile fehlten. 
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Im Jahre 1905 erschien folgende Mitteilung von Grixzoni: ,,Nuovo 
latte fermentato facile a prepararsi nei Servizi ospidalieri“* [H.Giodda‘')}. 
In dieser Arbeit werden Analysenwerte von saurer Milch angefiihrt, die 
seit alter Zeit in Sartenfamilien derart bereitet wird, daB taglich mit einem 
Loffel gesaéuerter Milch mit altem ,,djaddu‘ neue Portionen frisch gekochter 
Milch geséiuert werden. Die geséuerte Milch bleibt bei einer Temperatur 
von 25° bis zur Gerinnung stehen, darauf wird sie in einen kalten Raum 
gebracht oder in kaltes Wasser gestellt. Ein besonderes Interesse bietet 
diese Art saurer Milch insofern, als der Autor der zitierten Arbeit bei der 
Untersuchung nur zwei mikrobiologische Bestandteile fand: Bacillus 
Sardons und Saccharomyces Sardons, wozu bemerkt wird, da8 Saprophyten 
fir gewohnlich in dieser Milch nicht gedeihen. 

Man sollte meinen, daB diese Abhandlung von vornherein als Richt- 
schnur fiir weitere Beobachtungen hinsichtlich der Frage mikrobiologischer 
Verbindungen hatte dienen kénnen. Dessenungeachtet erschien im Jahre 
i913 die Veréffentlichung eines deutschen Forschers: Hohenadel, Unter- 
suchungen tiber Yoghurt-Trockenpraparate*). Der Verfasser wirft hier 
die Frage nach der Symbiose des bulgarischen Mikroorganismus mit den 
Milchséurestreptokokken aus dem Grunde auf, weil er bei Untersuchungen 
von Yoghurt-Trockenpraparaten durchaus nicht immer Hefe vorfand. 
Er zog daraus den SchluB, daB die Hefe keinen notwendigen Bestandteil 
bildet, sondern nur einen zufalligen Befund darstellt. In der Arbeit von 
S. A. Koroleff (Wiestnik Bakt. Agr. Versuchsstation Moskau), ,. Uber die 
Wechselwirkung einiger Milchséuremikroben“, werden jedoch die gegen- 
seitigen Beziehungen dieser beiden Mikroben (Bac. bulgaricus und Str. 
lactis) eindeutig in dem Sinne aufgeklart, daB eine Symbiose zwischen diesen 
nicht besteht. 

Die letztere Arbeit, deren Ergebnisse von iiberzeugender Beweis- 
kraft sind, gibt uns Veranlassung, die Ursache der langen Lebensdauer 
dieser Assoziationsverbindungen zu erforschen und die Beziehungen 
eines etwaigen Zusammenlebens von Milchsiuremikroben klarzustellen. 
Gleichzeitig wird unsere Aufmerksamkeit auf einen dritten Faktor 
gelenkt, der stets beim Sauerteig von Bedeutung ist: das ist die 
Frage nach der Rolle, welche die Hefe bei der Aufbewahrung mit Milch- 
siuremikroben spielt. Ein Hinweis auf dieses Problem ergibt sich 
logischerweise auf Grund der oben zitierten Arbeit. 

Uber diese Frage findet man in der Literatur Bemerkungen in dieser 
Richtung nur in zwei Arbeiten. Die Autoren teilen bloB ganz kurz Beob- 
achtungen mit, welche die Wechselwirkung zwischen Milchséiurebakterien 
und Hefe zum Gegenstand haben. Uber den giinstigen Einflu8 von Hefe 
auf Milchsiuremikroben berichtet Beyerinck in: ,,Die Erscheinung der 
Fleckenbildung oder Agglutination bei Alkoholhefen‘**). Indem der Autor 
von der Hefeagglutination in Gegenwart von Lactokokken spricht, teilt 
er die von ihm beobachtete Tatsache mit, daB Lactokokken in Reinkulturen 
rasch die Eigenschaft der Schleimbildung verlieren; bei Aufbewahrung 
mit Hefe biiBen sie dagegen diese Eigenschaft bis zu einem Jahre und 


1) Centralbl. f. Bakteriol. 15. 
2) Ebendaselbst 38, 115. 
%) Ebendaselbst 20, 641. 
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dariiber nicht ein. Ja sogar diejenigen Mikroben, welche die Fahigkeit 
der Schleimbildung verloren haben, gewinnen diese Eigenschaft bei cer 
Aussaat mit Hefe wieder zuriick. Beyerinck bestatigt auch, daB bei Kulturen 
in Petrischalen eine herabsetzende Wirkung der Lactokokken auf Hefe 
festzustellen ist: die Hefekolonien entwickeln sich schlechter an den 
Stellen, wo die Lactokokken vorhanden sind. Hier sei erwahnt, daB Beyer nck 
mit Hefen und Milchsiuremikroben arbeitete, die aus gepreSter Hefe 
entstanden waren. In der Literatur finden sich auch Angaben hinsichtlic} 
der konservierenden Wirkung der Hefe auf typische Milchsiéiuremikroben 
Sandelin, Uber die Einwirkung einiger aus Butter isolierten Hefearten auf 
Bestandteile der Milch'). Hier berichtet Sandelin, daB Milchsiurebakterien, 
die mit einer beliebigen Hefenart ausgesaét waren, sich nach zwei Monaten 
als aktiv erwiesen, dagegen wurde derselbe Mikroorganismus in einer reinen 
Kultur abgetétet. Der Autor sucht eine Erklarung fiir eine derartige Ver- 
langerung der Lebensdauer einerseits darin zu finden, daB die Hefenzelle, 
wiahrend sie den proteolytischen Eiweifzerfall der Milch hervorruft, cine 
hinreichende Anzahl stickstoffhaltiger Produkte hervorbringt, die von den 
Milchsaéurebakterien leicht verarbeitet werden. Andererseits darin, da{ 
dieselben Hefen die Fahigkeit besitzen, die Milchséiure zu zerlegen, wenn 
ihre Menge ausreicht und das Wachstum beider Mikroben gemeinsam 
erfolgt. 

Mit diesen beiden Hinweisen sind die in der Literatur vorhandenen 
Daten iiber diese Frage erschépft, jedenfalls im Bereiche der zu dieser 
Arbeit verwandten Quellen. Jedoch verdient die Art der Aufbewahrung 
von Milchsiurebakterien durch gemeinsames Wachstum mit Milchhefe 
die allergré6Bte Aufmerksamkeit, sowohl wegen ihrer groBen Einfachheit, 
als auch wegen der Resultate, die bei ihrer Anwendung erreicht werden. 

Im allgemeinen schwankt die Dauer der Aufbewahrung von Milch- 
kulturen verschiedener Milchsiuremikroben zwischen 1 und 2 Wochen 
in Abhangigkeit von der Tempeoratur des Raumes. Wenn man die 
Mikroben mit Hefe aussit, kann man die Dauer bis zu einem Jahre und 
dariiber verlingern. Die Eigenschaften der Kulturen bleiben hierbei 
fast ganz erhalten. Dieser Umatand ist sehr wichtig im Hinblick auf 
die Leichtigkeit, mit der die Milchsiurebakterien ihre siureprod uzierende 
Fahigkeit einbiiBen. Dank dieser Methode ist man daher in der Lage, 
wertvolle Kulturen von Milchsiuremikroben lange Zeit in Laboratorien 
aufzubewahren, ohne éftere Umsaaten vornehmen zu miissen, und was 
besonders hervorzuheben ist, in fast urspriinglicher Frische. Gerace 
das gelingt in Laboratorien selten, selbst nicht mit weniger empfindlichen 
Kulturen als Milchsiurebakterien. Im vorliegenden Falle interessiert 
uns hauptsichlich die Erhaltung der biologischen Eigenschaften der 
Bakterien. Die vorgeschlagene Methode erfiillt auch darin ihren Zweck, 
daB sie bei der Trennung dieser Mikroben keine Schwierigkeiten bereitet. 
Auf welchen Faktoren die giinstige Einwirkung von Hefezellen auf 


1) Centralbl. f. Bakteriol. 58, 132. 
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die Dauer der Aufbewahrungszeit von Milchsiuremikroben bei gemein- 
samem Wachstum in lebensfaihigem Zustande beruht, das war die Frage, 
der die vorliegende Abhandlung gewidmet war. Zu diesem Zwecke 
wurde eine ganze Reihe von Versuchen zur Aufklirung des Problems 
yvorgenommen; Vermehrung von Hefe in Reinkultur sowie gemeinsam 
mit Milchsiurebakterien, die Dauer der Aufbewahrung in beiden Fallen, 
jer EiweiBzerfall der Milch, der Sauregehalt der Kulturen usw. 

Die Frage nach den biochemischen Eigenschaften der Hefe ist 
in der Literatur bereits ausfiihrlich behandelt worden. Die Unter- 
suchungen tiber Kefir (Freudenreich), Kumis (Rubinsky), Yoghurt und 
Mazzoni (Kuntze), eine groBe Anzahl spezieller Arbeiten tiber Wein- 
und Bierhefe, schlieBlich die Arbeit von Dombrowsky iiber die Rolle 
der Hefe in Milchprodukten behandeln eingehend die biochemische 
Eigenart dieser Mikroorganismen. 

Wird die Kuhmilch (eigene Versuche) mit Hefepilzen infiziert, 
so tritt nach 18 Stunden kraftige Garung ein, die nach 3 bis 4 Tagen 
aufhért, obgleich sich die Milch auBerlich nicht sichtbar verandert; 
nur auf dem Boden der Probierréhrchen zeigt sich in dieser Zeit ein 
geringer Bodensatz. Die Anzahl der Zellen in einem Kubikzentimeter 
ergibt in verschiedenen Perioden des Wachstums folgende Werte. Die 
zu untersuchende Milch hat in einem Falle 21° nach Thérner, im 
anderen 23°. 








Versuch 1. Versuch 2. 
Zeit Aciditat Zab! der Mikroben Zeit Aciditat Zahl| der Mikroben 

0 Stdn. 21,0 50 000 0 Stdn. 23.0 91 000 

Cae 21.0 350 000 & . 24.0 131 000 
* &: 210 900000 |12 ° 26.0 1 015 000 
eed 22.0 3 100 000 aa 33,0 21 500 000 
25,0 15 000 000 Gi... 48,0 36 000 000 
30 290 16 000 000 + Tage | 47,0 38 500 000 
a 36.0 22 000 000 _ - ~ 48,0 35 000 000 
2” 420 | 38000000 

4 Tage | 486 66 000 000 
ie 490 | 63000000 


Die in dieser Tabelle angefiihrte Aciditét stellt. sich nach der 
Entfernung der Kohlensiure ein. Allerdings wurde diese Beseitigung 
in sehr primitiver Weise vorgenommen durch andauerndes und sorg- 
faltiges Durchschiitteln unter gleichzeitigem Erwirmen. Der Saure- 
gehalt ist, wie ersichtlich, sehr gering und kann daher keine Gerinnung 
der Milch hervorrufen. Ein langeres Aufbewahren von Hefe in Milch 
bewirkt nur eine unbedeutende Erhéhung der Aciditat. Eineinhalb- 
und zweijahrige Kulturen gaben 50° nach Thérner. Mit diesen Befunden 
stimmen die in der Literatur vorliegenden Angaben vollkommen iiberein, 

Biochemische Zeitschrift Band 169. 6 
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daB Hefe bis zu 36 Proz., d.h. in sehr geringem MaBe, Milchsiure [| 


entwickelt!). Die Hauptmenge des Zuckers wird in Alkohol und Kohlen. 
siure umgewandelt. Nach 5 Tagen lassen sich nur noch Spuren von 
Zucker nachweisen. Das geht deutlich aus der Tabelle iiber dic 
Aciditat in Hefen-Milchkulturen vor und nach der Entfernung von 
CO, hervor. 





Aciditat 
Zeit - — —_—— - 
Vor Entfernung von C O, Nach Entfernung von CO, 

1 Tag 43.0 29.0 
3 Tage 103,0 33,0 
” 85,0 36,0 
== 68,0 38,0 
.S 66,0 40,0 
|. Cc 56,0 42.0 
Kontrolle 26.0 26,0 


Ein Vergleich dieser Zahlen zeigt, daB die starke Aciditat (103° nach 
dreimal 24 Stunden) ausschlieBlich durch den hohen Gehalt an Kohlensiure 
bedingt wird, die bei der gewéhnlichen Titration mit Phenolphthalein 
gleichfalls beriicksichtigt wird. Es muS vermerkt werden, da8 die Milch, 
obgleich sie nach dreimal 24 Stunden 103° Aciditét aufwies, dennoch beim 
Erwarmen bis auf 60° zwecks Entfernung der Kohlensaure nicht gerann 
und die Aciditét nach dem Erwirmen nur 33° betrug. Am sechsten Tage 
der Beobachtung hingegen, als die allgemeine Aciditat der Milch 66° betrug 
(infolge der freien Ausscheidung von Kohlenséuregas aus der girenden 
Fliissigkeit), bewerkstelligte schon ein geringes Erwirmen das Gerinnen 
der Milch. Die Aciditét*derselben betrug nach der Entfernung der CO, 
40°. Obgleich die Aciditét der Milch bei Kultivierung von Hefen in Milch 
so gering bleibt, da8 dadurch keine Gerinnung der Milch erfolgt, so gerinnt 
die Milch dennoch, wenn die Hefe lange in ihr aufbewahrt wird. Das Ge- 
rinnsel ist sehr schwach ausgeprigt. Gewédhnlich ist die obere Schicht 
der Milch zu dieser Zeit schon peptonisiert. Diese Gerinnung ist dem er- 
héhten Sauregehalt und gleichzeitig der Wirkung des koagulierenden 
Ferments zuzuschreiben — analog dem Labmagen des Tieres. Die Be- 
stimmung der Koagulase in Hefenzellen ist fiir diese Arbeit nicht unter- 
nommen worden. Auf ihr Vorhandensein weisen aber die Veranderungen 
der Milch hin, die beim BegieBen alter, vertrockneter Milchkulturen der 
Hefe mit frischen Portionen steriler Milch eintreten. Im vorliegenden 
Falle kann man die Geschwind:gkeit der Peptonisation — nach 24 Stunden - 
auf Kosten der Protease setzen, die wahrscheinlich in ungebundener Form 
in den vertrockneten Milchkulturen zugegen ist, da die Peptonisation 
bereits eintritt, bevor eine Vermehrung der Zellen beobachtet wird. Die 
nach der Methode von Moores ausgefiihrte Bestimmung der Frische der 
Milch in Hefe-Milchkulturen verschiedenen Alters deutet gleichfalls auf 
die Anwesenheit der Protease hin. Die Methode besteht darin, daB man 
in der einen Probe den Grad der Aciditét durch Titration mit dezinormaler 
Alkalilésung feststellt und in der anderen den Grad der Frische durch 


1) Rubinsky, Centralbl. f. Bakteriol. 28, 374. 
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Titration mit dezinormaler Schwefelsiure: Die Summe dieser beiden 
GréBen bildet den Ma8stab fiir die tatsichliche Frische der Milch, indem 
man als unumstéBliche Tatsache ansehen kann, daB die Summe dieser 
Werte des Milchfrischegrades fast bestandig innerhalb der Grenzen von 
60 bis 70 cem Alkali und Saéure auf 100 ccm Milch schwankt. 


Die Daten der Bestimmungen sind in folgender Tabelle angefiihrt: 





Alter der Kulturen Grad der Aciditat Grad der Frische Summe 
1 Tag 24 50 74 
2 Tage 26 44 70 
45 . 32 21 53 


Dieses Absinken des Frischegrades der Milch bei unbedeutender 
Erhéhung der Aciditaét erinnert sehr an die Verinderungen, welche 
die Milch beim Hinzufiigen von Labmagenferment erleidet. Die Milch, 
welche wahrend 4 Stunden der Wirkung von Labmagenferment in 
einer 0,01 proz. Lésung unterworfen war, ergab bei der Untersuchung 
nach der Mooreschen Methode folgende Werte. 





Milch Grad der Aciditit Grad der Frische Summe 


22.0 40.0 62.0) 


Kontrolle 29'0 21.0 43,0 


mit einer 0,01 proz. Lésung 
von Labmagenferment | 


Auf Rechnung dieses Ferments ist auch der proteolytische Zerfall 
zu setzen, der jedesmal bei langdauerndem Aufbewahren von Hefe- 
kulturen in Milch vor sich geht. DaB in Hefen-Milchkulturen tatsiachlich 
eine Proteolyse stattfindet, geht daraus hervor, daB der aus Casein 
bestehende Bodensatz allmihlich in Lésung geht. Die Bestimmung 
des gelésten Stickstoffs in 8 bis 9 Monate alten Kulturen ergibt 3 bis 
5 Proz. des gelisten EiweiBes, d. h. zu dieser Zeit ist bereits das gesamte 
EiweiB der Milch peptonisiert. Eine so langdauernde Wirkung lieBe 
sich auf das Ferment zuriickfiihren, das noch ;in den abgestorbenen 
Zellen aktiv bleibt. Aber gerade im Hinblick auf das Absterben der 
Zellen stellt die Hefe ein interessantes Objekt dar. 


Die runden Milch-Hefepilze gehéren zur Gruppe der Torulen und 
besitzen daher nicht die Funktion der Sporenbildung. Dessen un- 
geachtet sind sie sehr bestaindig. Die Milchkulturen dieser Hefen, 
die wihrend 4 bis 5 Jahren nicht umgeimpft wurden, waren voll- 
stindig peptonisiert und infolge eines so langen Zeitraums ganzlich 
vertrocknet, beim BegieBen mit frischer steriler Milch belebten sie sich 
aber wieder. Nur diejenigen der aufbewahrten Kulturen, welche durch 


6* 
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Schimmelpilze verunreinigt waren, konnten nicht aufgefrischt werden. 
Von 44 Kulturen waren dies 6. 

Das Aufbewahren von Hefe in Kolben mit viel Milch (100 ccm) 
im Laufe zweier Jahre zeigte, daB in diesem Alter die fliissig gebliebene 
Kultur einige Millionen lebensfaihiger Zellen in einem Kubikzentimeter 
enthailt. 


In der Literatur findet sich die Angabe von Hansen, daB Bierhefen, 
auf Filtrierpapier getrocknet und mit Kohlepulver vermischt, sich bis zu 
einem Jahre erhalten, Sporenzellen hingegen bis zu zwei Jahren. Besonders 
zahlreiche Untersuchungen iiber die Lebensfaihigkeit der Hefen sind von 
Will ausgefiihtt worden'). Dieser Autor untersuchte mit Kohlepulver, 
Asbest, Sagespinen usw. konservierte Hefen. Seine Beobachtungen er. 
gaben, da8 Asbest als geeignetes Konservierungsmittel anzusehen ist 
Dabei ist als notwendige Bedingung fiir gutes Aufbewahren ein hermetischer 
VerschluB der Biichsen, in denen sich die Hefe befindet, erforderlich. Bei 
der wihrend einer Reihe von Jahren systematisch ausgefiihrten Unter- 
suchung der Entwicklungsmdéglichkeit von Hefe in einer 10proz. Zucker- 
lésung ergab sich, da8 noch nach 17 Jahren eine Vermehrung von Hefen- 
zellen im Nahrboden stattgefunden hatte. Das Wachstum der Hefenzellen 
war allerdings schon entartet, d. h. die Kulturarten hatten sich in wilde 
verwandelt. Nach den Beobachtungen dieses Forschers ging die Ver- 
unreinigung des Biichseninhalts durch Schimmelpilze mit dem Aussterben 
der Hefekulturen einher. Alle diese Befunde sprechen fiir die ungeheure 
Lebensfahigkeit der Hefenzellen, obwohl es einige Bedingungen gibt, unter 
denen sie weniger bestandig sind als andere Elemente der Mikroflora. 
Wie schon erwabnt, berichtet Beyerinck iiber die giinstige Wirkung von 
Hefe auf Milchséiuremikroben, und fiihrt die herabsetzende Wirkung der 
letzteren auf die Hefenkolonien an. Bedeutend eher stellte Henneberg 
{Lebensdauer einiger Kulturheferassen, Frohberg, Saaz, Rasse II und 
Rasse XII in feuchtem Zustande bei niedriger Temperatur und der Einflul 
verschiedener Organismen auf diese Hefen*)] fest, daB sich in Praparaten 
von gepreBter Hefe Arten von Milchsiuremikroben vorfinden, welche der 
Hefe direkt schadlich sind. Hierhin gehéren die Arten von Milchsaure- 
bakterien, welche viele fliichtige Fettsiuren bilden, wie z. B. Essig- und 
Valeriansiure. Ferner: Bacillus brassicae fermentatae, panis fermentati, 
Buchneri u.a. In bereits abgestorbener Hefe gelang es Henneberg, im 
Laufe einiger Monate lebensfahige Milchséuremikroben aufzufinden. — In 
einem Falle wurden drei dieser Mikrobenarten gefunden. In diesem Zu- 
sammenhang diirfte die Erwahnung einer Erscheinung nicht ohne Interesse 
sein, die bei der Wiederbelebung von trockenem Kefir beobachtet wurde. 
Die Hefe stirbt dabei haufig ab, und die Kefirkérner gaben bei der Wieder- 
belebung Streptokokken und Stébchen, nachdem sie etwa 6 Jahre lang 
ohne Benutzung aufbewahrt worden waren. Die Hefe hingegen fehlte 
ganzlich. Wenn man in Erwagung zieht, daB selbst solche typische Milch- 
saiurebakterien, wie Bacterium casei, nach den Untersuchungen’ von 
Orla-Jensen unter ihren Stoffwechselprodukten fliichtige Fettsauren auf- 
weisen, so ist es durchaus verstandlich, daB die Aufbewahrungsbedingungen 
von Hefe mit Milchséuremikroben sich nicht als sehr niitzlich fiir die Hefe 


1) Will, Centralbl. f. Bakteriol., IT. Abt., 24, 405. 
2) Wochenschr. f. Brauerei 1904, Nr. 19—23. 
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erweisen, selbst wenn sie fiir die Milchséuremikroben giinstige Folgen 
zeitigen. 

Indem wir nunmehr zu der Frage nach der gemeinsamen Ent- 
wicklung und Aufbewahrung von Milchsaiuremikroben mit Hefe iiber- 
gehen, wollen wir noch einige Angaben tiber die Entwicklung und Auf- 
bewahrung von Milchsiuremikroben allein anfiihren. Die Frage der 
Aufbewahrungsméglichkeit reiner Kulturen, sowohl in fliissiger als 
vuch in trockener Form, ist geniigend geklart. 


Die Praxis lehrt, dai fliissige Kulturen | bis 2 Wochen aufbewahrt 
werden kénnen, abhangig von der Temperatur des Raumes und der Rasse 
der jeweiligen Mikroben. Bisweilen gelingt es, eine beinahe dreiwéchige 
Kultur wieder zu beleben. Trockene Sauerteige lassen sich bedeutend 
langer aufbewahren. Aus den hieriiber existierenden Vorschriften geht 
hervor, daB 4 Monate den gesetzmaBigen Termin fiir die Erhaltung der 
Kulturen bilden. Jedoch ergab die Analyse von Sauerteigen, welche 6 bis 
9 Monate aufbewahrt wurden, noch lebensfahige Mikroben. In dieser 
Hinsicht ist eine Feststellung von Wehmer') von Bedeutung. Nach seinen 
Beobachtungen kénnen technische Milchsiuremikroben, die sich durch 
stindige Neutralisierung von Milchsiure bei der Garung entwickeln, in 
trockenem Zustande bis zu 6 Jahren aufbewahrt werden, wobei ihre physio- 
iogischen Eigenschaften keine EinbuBe erleiden. Zehnjahrige Kulturen 
enthielten nach den Angaben von Wehmer keine lebenden Zellen mehr. 

Eine so lange Aufbewahrung trockener Kulturen ist durchaus ver- 
sténdlich, da fast die gesamte Molke bei der Zubereitung trockener Sauer- 
teige entfernt wird, durch Verdiinnung mit groBen Mengen von Reisstarke 
oder irgend einer anderen Substanz. So gelingt es, den Konzentrationsgrad 
der Milchséure in den Kulturen ganzlich herabzusetzen. Die Milchsaéure 
bildet bekanntlich das gréBte Hindernis beim Aufbewahren von in inaktivem 
Zustande befindlichen Kulturen in Fliissigkeiten (Milch). Sie verhindert 
auch die Spaltung des Milchzuckers. Das Hinzufiigen von Kreidekalk 
kann als Beweis hierfiir dienen. Der Zusatz von kohlensaurem Kalk zur 
Milch (bei haéufigem Durchschiitteln) bietet den Milchséurebakterien eine 
Entwicklungsméglichkeit auf einem auserlesenen Nahrboden unter den 
Bedingungen einer bestaéndigen Milchséureneutralisation. Hierdurch bleibt 
eine maximale Menge lebensfaihiger Zellen dauernd am Leben, die an das 
numerische Maximum nahe herapreicht, welches fiir die angewandte Rasse 
charakteristisch ist. So weist eine Rasse im Alter von einer Woche, deren 
Maximum 4 Milliarden Zellen betrigt, nach 12 Stunden unter gegebenen 
Umstanden 3500000000 auf. Eine 1 Monat alte Kultur gibt 2430000000 
und gerinnt in 12 bis 15 Stunden. Die Aussaat von Milchséuremikroben 
auf einem Nahrboden, der wenig oder gar keinen Zucker enthalt (Fleisch- 
bouillon-Pepton), ruft eine weniger iippige Entwicklung dieser Mikroben 
hervor, begiinstigt aber eine lingere Aufbewahrungsdauer. Eine Bouillon- 
aussaat von 16 Tagen enthalt in 1 cem bis zu 250000000 Mikroben, eine 
von 35 Tagen 73000000, Gerinnung nach 12 bis 15 Stunden. Man kann 
Milchsdurebakterien auch in gewdhnlichem Wasser aufbewahren, auf 
Grund der Versuche Petersons*), die eine Wasser-Bakterienemuision in 


1) Wehmer, Centralbl. f. Bakteriol. 84. 
2) Peterson, ebendaselbst 13. 
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einem Réhrchen einschmolz. Nach dieser Methode konnten die Bakterien 
ein Jahr und dariiber aufbewahrt werden. 

Stellt man nun den Angaben iiber die Aufbewahrungsméglichkeit 
von Milchsaurebakterien mit Hefe diejenigen iiber ihr gemeinsames 
Wachstum gegeniiber, so gewinnt man den Eindruck, daB die Hefe 
auf irgend eine Weise eine lingere Aufbewahrungsdauer der Milch. 
siuremikroben in aktiver Form begiinstigt. Um die Ursache einer 
derartigen Wirkung aufzukliren, wurden Versuche iiber die Art der 
Vermehrung und die Energie der Siurebildung dieser Mikroben an. 
gestellt, sowohl in reinen als auch in gemischten Kulturen. Die Unter. 
suchungen bestanden darin, daB in bestimmten Zeitabschnitten Aus. 
saaten in Petrischalen vorgenommen wurden und die Aciditat be- 
stimmt wurde. Es sollten auch noch periodische Bestimmungen des 
Alkohols und der Kohlenséure ausgefiihrt werden, doch muBte aus 
technischen Griinden hiervon Abstand genommen werden. Die Ent- 
wicklung von Milchsiurebakterien (Str. lactis) und Hefe in reinen wid 
gemischten Kulturen: 


Versuch 1. 





| Milchsaurebakterien | Hete Milchsaurebakterien + Hefe 


rice Zant | 
||Aciditat der Mikroben | 


ere gg Zabl 
fAcidieae Mikroben Aciditat der Mikseben Hefezah! 


21,0) 500000 21.0 50000) 21,0 7 000 000 34 000 

240 12000000 21.0 350000 220 9 000 000 68 000 
10 26,0 276000000 21,0 900000) 26,0 321000000 290000 
16 52,0 |2 800 000000 21,0 3100000) 59,0 1302000000 200000 
22 | 78,03 400000000 25,0 15000000 80,0 3600000000 3 100.000 
30 | 90,0 5 400000000 §=29.0 16000000 90,0 3800000000) 5 800.000 
38 | 96,0 |4 100000000 30,0 22000000 100.0 3700000000 7.000 000 
62 104,0 |1 300 000 000 = 48,0 38000000 106.0 1 400.000 000 15 900 000 
9 , | 106.0 870000000 49,0 66900000 108.0 640000000 29 900 000 
16 Tage | 120,0 steril 45,0 — 110.0 149.000 000 — 


Aus der Tabelle ersieht man, daB die Milchsiurebakterien in cer 
reinen Kultur nach 2 Wochen absterben, wihrend sie mit Hefe zur 
Zeit der letzten Analyse nach 8 Monaten einige zehn Millionen er- 
reichen. Hier fallt auch noch die verlangsamte Entwicklung von Hefe 
in den gemischten Kulturen auf. Im iibrigen verlauft der ProzeB mehr 
oder weniger gleich. 

Die gleichen Resultate ergibt ein zweiter analog angestellter Versuch. 
Auch hier wird eine verlangsamte Entwicklung von Hefe bei gemein- 
samem Wachstum beobachtet. Die Aciditaét der gemischten Kulturen 
ist etwas héher ajs diejenige bei Milchsiurebakterien allein. 


Die Entwicklung von Milchséurebakterien (Str. lactis) und Milchhefe 
in reinen und gemischten Kulturen. 
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Versuch 2. 





Milchsaurebakterien Hete Milchsaurebakterien + Hefe 


Zeit ; 2a Fobl do. 
Zahl aiees Zahl der <Seaes Zahl der 
Aciditat der Mikroben || Aciditat Mikroben Aciditat Mikroben Hetezahl 


23,0 2000000 23.0 91700 250, 2500000 160000 
26,0 — 23,0 131000 29,0 | 350000000 200000 
62,0 500000000 285 1015000 55,0 990000000 2000000 
95,0 8000000000 43.0 21000000 105.0 | 670000000 3200000 
a2 98,0 760000000 48.0 36000000 110.0 | 500000000 4650000 
9 Tage 101.0 steril 57,0 38500000 117.0 50000000 27000000 
36. 112.0 —_ 48,0 35000000 133,0 | 44000000 41000000 


Bei langem Aufbewahren solcher gemischter Kulturen in Gegen- 
wart einer geniigenden Menge Fliissigkeit und Schutzvorrichtung 
gegen das Vertrocknen ergaben sich bei der Analyse folgende Werte: 





: : Im Alter von 1 Jahr , 
Einjahrige Kulturen Aa f .- oK.. or Kulturen 


ie: Zahl der Zabl der _.| Zahl der 
Bakterien Aciditat Bakterien Aciditat Bakterien 


Aciditat 
Reine Hefenkultur. . . 55.0 51500000 52.0 8500000 48.0 
Mischung von Milch- 875 | 500 000 _— 20 000 78,0 
saurebaktcrien + Hefe * 1 78 000 000 ome 2 500 000 —_ 
Nur Milchsaurebakterien 130,0 steril a steril 140 steril 
Kontrolle oo — — — _- 


Die Bestimmung der Menge der lislichen Eiweibstoffe in einer 
8 Monate alten Kultur ergab folgende Werte: 


DE erste. Gta deix's «4 «ovel.aos a, Re 
Reine Milchséurebakterien . ........ . . 0,834 ,, 
fet ae a a OTS 
Mischung von Hefe und Milchséurebakterien. . . . 3,624 ,, 


Diese Tabelle bietet schon ein Interesse hinsichtlich des Aciditats- 
grades: Wahrend die Kulturen von allerdings lingst abgestorbenen Milch- 
siuremikroben hohe Zahlen ergeben, hébere als fiir gewéhnlich Strepto- 
kokken, was sich wahrscheinlich teilweise durch das Austrocknen des 
Nahrbodens erkliren lat, so sinkt die Aciditét gemischter Kulturen recht 
stark von 120 bis auf 80° trotz des Austrocknens. Allerdings wurde in diesen 
Versuchen das Zahlenverhiltnis der Saéuren, die wahrend des Garungs- 
prozesses entstanden, nicht festgestellt. Dieser Wert ware besonders 
wichtig bei gemischten Kulturen. Der Alkohol wurde nicht bestimmt. 
Zieht man aber in Betracht, daB die CO,-Menge in einer reinen Hefekultur 
nur 18 bis 20° in den ersten 24 Stunden betrigt, wahrend die Milchsdure- 
bakterien bei gemeinsamem Wachstum ihre maximale Entwicklung schon 
vor Ablauf der ersten 12 Stunden erreichen, so liegt gar kein Grund vor 
anzunehmen, die Aciditaét gemischter Kulturen werde durch irgendwelche 
andere Faktoren hervorgerufen, als bei einem ausschlieBlichen Milchséure- 
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prozeB allein, d. h. der vorwiegenden Entstehung von Milchséure. Las 
Sinken der Aciditaét bei langem Aufbewahren ist auf den Zusatz der Hoje 
zuriickzufiihren. Uber diesen Gegenstand existiert eine Arbeit von Mox 
und Rout, die in Comptes Rendus Société Biologique 80, 336 im Jahre 1917 
erschien. In dieser Abhandlung kommen die Autoren zu dem Schilu, 
daB die Hefe die Fahigkeit besitzt, milchsaures Calcium, das zum Nahrayar 
zugefiigt wird, zu zersetzen. Doch lat sich das Sinken der Aciditat in 
gemischten Kulturen auch auf andere Weise erkliren. Es liegen Beo) 
achtungen vor, nach denen die Hefe nicht die Fahigkeit der Milchsaure. 
zerlegung besitzt. Buchner und Meisenheimer') gelangten beim Studium 
der Frage nach der Existenz eines Milchséiurezwischenstadiums bei der 
alkoholischen Garung mit Hefe zu negativen Resultaten. Obgleich dic 
Arbeit der genannten Autoren nicht als erschépfend betrachtet werden 
kann, so hat doch die Erfahrung gelehrt, daB beim Aufbewahren von Het 
wahrend eines Monats, unter den Bedingungen eines kiinstlichen Zusatzes 
von Milchsaéure, keine Verminderung der Aciditaét bei den Kulturen eintritt. 
Es ist méglich, daB die Funktion der Hefe sich andert, wenn andere Elemente, 
z. B. Milchséiurebakterien, zugegen sind. Denkbar ware auch, daB die 
Aciditét der gemischten Kulturen sich nur zum Teil aus Milchsaéure und 
zum gréBten Tei] aus Kohlensiure zusammensetzt. Letztere verfliichtigt 
sich im Verlauf des Peptonisierungsprozesses, und die zuriickbleibende 
Milchséure weist dann einen geringeren Aciditaitsgrad auf. Eine schnelle 
Gerinnung der Milch in den gemischten Kulturen kann nicht ohne EinfluS 
auf die weitere Siureproduktion sein. Die Diffusion von Milchséure sowie 
auch von Zucker in gallertartigen Nahrbéden, wie z. B. in geronnener Milch, 
kann nicht so schnell wie in Fliissigkeiten vonstatten gehen. Infolgedessen 
mu8 die Produktion von Milchsaéure weiter fortschreiten, und die Aciditat 
ist wohl zum gréBten Teil auf die Kohlensaure zuriickzufiihren, die bei 
der Hefegaérung entsteht und sich zu diesem Zeitpunkt bemerkbar macht. 


Entspricht dies den Tatsachen, so kann man das Sinken der 
Aciditét alter Kulturen durch die Ausscheidung von Kohlensiure 
aus dem Nahrboden erklaren, der allmahlich in gemischten Kulturen 
peptonisiert wird. Jedenfalls bedarf divse Frage noch der weiteren 
Bearbeitung. 


Was nun die Kultur reiner Hefen anbelangt, so haben sie von allen 
den geringsten Sauregehalt, obgleich der ProzeB des EiweiBzerfalls bei 
ihnen in demselben MaBe wie in den gemischten Kulturen vonstatten geht, 
jedenfalls nach der Menge des gelésten EiweiBes zu urteilen. Der Einwand, 
den man hinsichtlich des Vertrocknens der Kulturen erheben kann wegen 
ihrer langen Aufbewahrung, bezieht sich in gleicher Weise auf alle drei 
Arten der VersuchsgefaiBe. Infolgedessen kann dieser Umstand ignoriert 
werden, um so mehr als Schutzmittel -- wie das Umwickeln der Biichsen 
mit Pergamentpapier und das Anlegen von Gummideckeln angewanct 
wurden. Man muB iibrigens bemerken, daB die Bestimmung des Saure- 
gehaltes in alten Kulturen infolge der starken Farbung der Fliissigkeiten, 
die vollstandig peptonisiert sind, sehr erschwert ist. Diese Farbung macht 
die Bestimmung des Umschlagspunktes des Indikators undeutlich. Wenn 


die Enzymproduktion und diejenige des Stoffwechsels mit den auBeren 


1) Centralbl. f. Bakteriol. 25, 299. 
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Lebensbedingungen eines Organismus eng verkniipft ist, wofiir die an 
Aspergillus niger angestellten Beobachtungen sprechen, so diirfte zu er- 
warten sein, daB sich auch die Funktion der Hefezelle verindern kann, 
insbesondere in Gegenwart eines anderen Mikroorganismus. Bei der Be- 
trachtung dieser Tabelle verdient noch Interesse die Verringerung der Zahl 
der Hefezellen in den gemischten Kulturen, die bedeutend starker aus- 
gepragt ist als in der reinen Hefekultur. Anscheinend haben wir es bei 
der gemeinsamen Existenz von Milchséuremikroben und Hefe mit Faktoren 
zu tun, die auf eine lange Lebensdauer der Hefezellen von ungiinstigem 
FinfluB sind. Sieht man von der unmittelbaren Einwirkung der Zellelemente 
als solcher bei den Mikroben ab und beriicksichtigt man hier mit der An- 
hiufung von Milchsaiure vielleicht auch andere Séuren, so diirfte man 
voraussetzen, daB ein dauerndes Verbleiben der Hefe auf einem Nahrboden 
von groBer Aciditaét ihr Wachstum ungiinstig beeinfluBt. Es ware auch 
in der Tat schwierig, eine andere Ursache aufzufinden. Erscheinungen 
wie Autolyse oder Selbstverdauung, die bei Hefezellen an und fiir sich 
vorkommen, diirften hier nicht zutage treten, da im gegebenen Falle die 
Grundbedingungen fehlen, die ein Hervortreten dieser Eigenschaft be- 
wirken, namlich eine vorhergehende tippige Entwicklung der Hefe unter 
giinstigen Bedingungen und eine Entfernung der Hefe aus dem Nahrboden. 
Ferner spricht der Zeitraum des Absterbens von der Dauer eines Jahres 
schon an sich dafiir, daB wir es hier nicht mit einer Autolyse, sondern gerade 
mit einem wirklichen Absterbevorgang zu tun haben. Die Art des 
Absterbens findet auch in einer reinen Hefekultur statt, jedoch bei weitem 
langsamer. Die Ursache hierfiir kann man auch in der erhéhten Aciditat, 
die einstweilen das einzige Unterscheidungsmerkmal zwischen reiner und 
gemischter Hefekultur bildet, suchen. 


Zur Aufklirung der Frage, welche Rolle die Saure spielt, ist 
folgender Versuch unternommen worden : 


Vier Kolben steriler Milch, in denen eine Aussaat von runder Milchhefe 
vorgenommen wurde, wurden bei Zimmertemperatur bis zur Beendigung 
der Garung gehalten und alsdann die restliche Aciditaét und die Zahl der 
Hefezellen in 1 cem Milch fiir je einen Kolben bestimmt. Sodann wurde 
in zwei dieser Kolben je 1 cem konzentrierter Milchséiure zugesetzt, worauf 
wiederum die Aciditaét bestimmt wurde und die Kolben einen Monat lang 
aufbewahrt wurden. Nach Ablauf dieser Zeit erfolgte Aussaat in Petri- 
schalen mit Bierwiirzeagar. 


Die Resultate dieses Versuchs gehen aus nachstehender Tabelle 
hervor: 





Zu Anfang Nach 1 Monat Nach '/, Jahr 


Aciditat) R= Saad Aciditat be a Aciditat = +4 
l.Kontrolle .... 48,0 30000000 39,0 28000000 56,0, 52000000 
2. » en oe 48,0 24000000 41,0 26600000 53,0 48000000 


3. Mit Milchsiurebakt. 70,0 25000000 80,0 24900000 92,0 23000000 
4. 68,0 23000000 68.0 25000000 79,0 22000000 
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Nach einem halben Jahre ergaben die Analysen derselben Kulturen 
in den beiden ersten Kolben (Kontrolle) 52000000 und 48000000 Keime 
bei einer Aciditit von 56 und 53; in den beiden anderen (dritter und 
vierter Kolben) erhéhte sich die Aciditat ebenfalls, und zwar auf 79 
und 92 bei gleichzeitiger unverinderter, oder héchstens etwas ver- 
minderter Zahl der Hefezellen. Dieser Umstand gibt keine Veranlassung 
zu der Annahme, daB einerseits Milchhefe die Milchsiure als solche 
zersetzt, selbst wenn die Hefe unter obigen Verhiltnissen ein halbes 
Jahr aufbewahrt wird, und daB andererseits die Milchsiure immerhin 
den Hefezellen gegeniiber nicht indifferent ist. In ihrer Gegenwart 
entwickeln sie sich schlechter und erreichen kein so groBes numerisches 
Maximum wie unter normalen Bedingungen. 


Diesem Befunde widerspricht nicht der von Mazé ausgefiihrte Versuch. 
Er bediente sich bei seinen Experimenten des milchsauren Calciums und 
kam zu dem SchluB, daB die Hefe in Gegenwart von Sauerstoff milchsaures 
Ca zersetzt, und zwar unter fiir das Wachstum héchst ungiinstigen Be- 
dingungen. Nach 8 Monaten (29. Dezember 1924) betrug die Aciditat: 
Nr. 1 = 45; Nr. 2 = 75; Nr. 3 = 100; Nr. 4 = 125. 


Auf Grund dieses Versuchs kann man sagen, dai einmonatiges Auf- 
bewahren von Milch-Hefekulturen unter Zusatz von Milchsiure keine 
Verminderung der Zahl lebensfaihiger Zellen hervorruft. Es ist méglich, 
daB ein noch langeres Aufbewahren und gréBere Saurekonzentrationen als 
die Milchséiure und fliichtigen Fettsiuren andere Folgen zeitigen wird. Die 
zu diesem Zwecke von uns angestellten Versuche sollten diese Frage auf- 
klaren. Die Bestimmung der Hefezellen in halbjahrigen Kulturen zeigte 
eine Verminderung in den’ GefiBen, denen Milchséure zugesetzt war, und 
die Aciditaét erreichte 80 bis 90°, d. h. sie iiberstieg die Kontrollziffer 11,- 
bis 2mal. Als iiberzeugender Beweis kénnte der Vergleich bei gemeinsamem 
Wachstum von Hefe mit Streptococcus lactis dienen, da er geringe Zahlen 
fiir die Aciditét ergibt, mit Milchsiurestabchen, die Milchsaéure bis zu 
3 Pro2z. produzieren (Bacterium bulgaricus, Bacterium casei). Im Laufe der 
Arbeit entstand natiirlich die Frage, ob nicht vielleicht die Hefezellen an 
sich notwendig sind zur Erhaltung von Milchséurebakterien, und ob nicht 
nur diejenigen chemischen Prozesse, die sie in der Milch hervorrufen, von 
Bedeutung sind. Die Absicht, einen Versuch mit Buchners Zymase anzu- 
stellen, scheiterte an der Unmédglichkeit, dieses Priiparat zu erlangen. 
Man muB8te sich mit dem Wachstum von Milchséurebakterien in solcher 
Milch begniigen, in der sich die Hefen entwickelten, und dann zum gréBten 
Teil, aber doch nicht vollstaéndig entfernt wurden. Der Versuch, solche 
Milch durch ein Chamberleinfilter durchzulassen, gelang nicht, da die 
Poren desselben fiir die Dispersionsphase der Milch zu klein waren. Eine 
starke Erhéhung der Temperatur hatte dagegen eine Gerinnung der Milch 
hervorrufen kénnen, was durchaus unerwiinscht ware. Allein schon die 
Beobachtungen an der durch Hefe entzuckerten Milch geben einige Hin- 
weise. Ungeachtet der Anwesenheit groBer Mengen von nahrhaften Eiweib- 
substanzen, geht die Entwicklung der Milchsiuremikroben in quantitativer 
Hinsicht bedeutend schlechter vor sich, sie erreicht nicht die Grenzen 
wie in der normalen Laboratoriumsmilch und betragt nur 3 bis 5 Proz. 
der Zahl, die fiir die betreffende Rasse charakteristisch ist. Die Aciditat 
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erhéht sich in einer solchen Milch ganz minimal, um 2 bis 3° (von 51,0 
zu 55,0), trotzdem gerinnt die Milch, wahrscheinlich infolge der kombinierten 
Wirkung von Labséureferment (Hefenkoagulase) und Milchsaure, in welche 
die Milchséuremikroben schnell und gierig den Milchzucker iiberfiibren, 
der in geringer Menge nach der Hefengirung iibriggeblieben ist. Die Be- 
stimmung der Mikrobenzahl in solcher Milch ergab nach 14, Monaten 
fast die urspriingliche Ziffer — gegen 70000000, wobei die Mikroben auf 
Fleisch-Pepton-Agar gut gedeihen und die Milch schnell zum Gerinnen 
bringen. Eine Aussaat nach 2% Monaten ergab beinahe gleiche Resultate. 





Versuch 1 Versuch 2 
Alt as ' eka 
a Hele Mitroben’ | Hete «=| Missheiene 
1), Monate. . .. . 31000000 65000000 = 20000000 = 66. 000 000 
2 6, wk. | 80000000 §©— 62500000 = 22000000 | 37 000000 
Be ee es 17000000 = 51000000 = 21. 000000 61 000000 
6, . ..... 80120000 50000090 §=19 881000 = 60.000 000 


Der Zusatz von Zucker zur Milch iiber die gewéhnli¢he Norm 
(4 bis 5 Proz.) hinaus ist anscheinend nicht giinstig. 

Es muB bemerkt werden, daB eine Menge von 10 Proz. Saccharose 
hinzugefiigt wurde unter der Voraussetzung, daB die Milchhefe diese 
utilisieren wiirde, indem sie den Zucker durch Invertase in Glucose 
und Fructose zerlegt. Die VergriBerung der Zuckermenge bis zu 14 Proz. 
erweist sich als ungiinstig, so schwankte schon nach einem halben Jahre 
die Zahl der Hefezellen in gemischten Kulturen um 900000, also gerade 
inden Grenzen, welche die gemischten Kulturen fiir Hefe nach 1!., Jahren 
erreichen. Die Milchsiurebakterien erreichen auch nicht die Normal- 
ziffer und sterben bald ab. Wodurch dieser Umstand zu erkliren ist, 
werden die nachsten Analysen und Beobachtungen ergeben. Zurzeit 
laBt sich nur die Tatsache konstatieren, daB bei VergréBerung des 
Zuckergehalts die Proteolyse ungleichmaBig bei gemischten und reinen 
Kulturen verliuft, wie es bei der Normalmilch beobachtet wurde. 
Nach 6 bis 7 Monaten der Aufbewahrung reiner Hefekulturen in Milch 
unter Zusatz von 14 Proz. Zucker erweisen sie sich als vollstandig 
peptonisierte Flissigkeiten, nur ein geringer Bodensatz von Casein 
ist vorhanden. Hingegen ergeben gemischte Hefekulturen mit Milch- 
siuremikroben ein kompaktes Gerinnsel, von dem sich nur eine geringe 
Schicht peptonisierter Fliissigkeit abhebt. Die chemische Unter- 
suchung der gelésten EiweiSkérper bestitigt diesen Befund. Die 
Proteolyse gemischter Kulturen erreicht 1,06 Proz. der gelésten Eiweib- 
kérper; bei reiner Hefe 2,75 Proz. Es gibt Hinweise dafiir, daB die 
Proteolyse im GiarungsprozeB hauptsichlich durch die herabsetzende 
Wirkung der sich bildenden Aldehyde und Ather gehemmt wird. Es 
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ist méglich, daB beim gemeinsamen Wachstum — unter der Bedinguny 
erhéhten Zuckergehalts — Faktoren zutage treten, welche entweder 
die Produktion oder die Funktion des Enzyms hemmen. Jedenfal|s 
iibersteigt die Aciditat die Norm der gemischten Kulturen und steigt 
bis zu 160,0°. Es ist zu hoffen, daB weitere Versuche, die in unserem 
Laboratorium vorgenommen werden, die Frage nach der Ursache der 
Aufbewahrungsméglichkeit von Milchsiuremikroben, bei deren gemein- 
samen Wachstum mit Milchhefe mehr oder weniger aufklaren werden, 
Die vorliegende Arbeit ist nur eine vorliufige Mitteilung ; Versuche 
in dieser Richtung sind im Gange. 
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Die Wirkung des Luftdrucks auf den Gaswechsel der roten 
Blutkérperchen. 


Von 
Julius Forster. 
(Mitteilung aus der k. ung. Paézmany-Péter-Universitét in Budapest.) 


(Eingegangen am 8. Dezember 1925.) 
« 
Mit 1 Abbildung im Text. 


Das Blut gehért zu jenen Geweben des Kérpers, die — im Gegen- 
satz zu anderen Geweben — aus mobilen Zellen bestehen, welche im 
Plasma suspendiert sind. 


Die iiberwiegende Mehrzahl der Zellen sind rote Blutkérperchen, also 
kernlose Zellen, und blo®B ein verschwindender Anteil besteht aus kern- 
haltigen weiBen Blutzellen. Die roten Blutkérperchen haben sozusagen 
kaum ein eigenes Zellenleben; ihre Hauptaufgabe ist die Vermittlung des 
Gas- und Stoffwechsels zwischen den Geweben, einen eigenen Stoffwechsel 
und, wie wir friiher angenommen haben, einen Gaswechsel haben sie nicht; 
nach Jtami') haben nur die weiBen Blutzellen einen Gaswechsel. Morawitz*) 
und Warburg*) haben zuerst festgestellt, daB die kernlosen roten Blut- 
kérperchen der Saéugetiere einen verhiltnismaBig bedeutenden Gaswechsel 
haben, daB sie also O, verbrauchen und CO, produzieren; das O,-Bediirfnis 
des menschlichen Blutes ist aber so minimal, da8B es mit den empfindlichsten 
Methoden gerade noch nachweisbar ist. Je jiinger das Tier, um so gréBer 
ist das O,-Bediirfnis der roten Blutkérperchen, und noch mehr Sauerstoff 
verbraucht das Blut von durch Aderla8 oder Phenylhydrazinvergiftung 
andmisch gemachten Tieren. Masing konnte einen gewissen Parallelismus 
zwischen dem O,-Verbrauch der roten Blutkérperchen und der Zahl der 
jungen Zellformen nachweisen. Seiner Ansicht nach ist némlich in solchem 
Blute, welches viel junge Blutkérperchen enthalt, mehr aus den Kernresten 
herstammende Nucleinséiure vorhanden, und nach diesem Autor wachst der 
O,-Verbrauch entsprechend mit dem Nucleinsaéuregehalt. Neuerdings hat 
Denecke*) darauf hingewiesen, daB bei Animien parallel mit der Zahl der 
polychromatischen roten Blutkérperchen die O,-Zehrung des Blutes héher 


1) Itami, Arch. f. exper. Pathol. u. Pharm. 60, 76. 
2) Morawitz, ebendaselbst 60, 298. 

8) Warburg, Zeitschr. f. phys. Chem. 59, 112. 

*) Denecke, Zeitschr. f. d. ges. exper. Med. 36, 216. 
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wird. Nach alledem kénnen wir erwarten, da8 bei unter vermindertem 
Luftdruck lebenden Tieren, unter der Wirkung des Héhenklimas, der 
O,-Verbrauch des Blutes erhéht ist, weil unter diesen Umstinden junve 
rote Blutzellen im Blute erscheinen. In diesem Sinne haben bisher nur 
Masing und Morawitz') Versuche angestellt. Sie haben das O,-Bediirfnis 
ihres eigenen Blutes festgestellt einerseits in Heidelberg, andererseits in 
Col d’Olen, in der Héhe von etwa 3000m im Verlaufe eines achttagigen 
Aufenthalts. Sie fanden, daB das Blut in 5 Stunden bei 37°C 0,5 bis 
1,0 Vol.-Proz. O, verbraucht, sowohl an einem Orte von normalem Luift- 
druck wie in der Héhe. Die Autoren selbst halten ihre Ergebnisse fiir 
auffallend und denken daran, daB die Erhéhung des Sauerstoffverbrauchs 
unterhalb der Versuchsfehler ihrer Methodik liegt. (Sie arbeiteten mit der 
Ferricyanmethode von Haldane-Barcroft, deren Fehlergrenze 0,6 Proz. 
betrigt.) 

Mit dieser Frage zusammenhiangende Versuche haben wir in Davos 
mit A. Loewy?) ausgefiihrt ; zu unseren Versuchen haben wir Kaninchen 
verwendet, weil das Blut dieser Tiere méhr Sauerstoff verbraucht wie 
das menschliche Blut. Unsere Versuchsergebnisse haben gezeigt, dali 
das Blut eines unter 430mm Hg lebenden Tieres 93Proz. mehr O, 
verbraucht als dasjenige eines Tieres, welches unter 630mm Hg lebt. 
Im Zusammenhang mit diesen Versuchen haben wir gefunden, da‘ 
im Blute rote Blutkérperchen mit tibernormalem Durchmesser er- 
scheinen, welche sich dabei polychromatisch firben, daB also die 
Steigerung des O,-Verbrauchs diesen jungen roten Blutkérperchen 
zuzuschreiben ist. Unsere Versuche haben wir, wie erwahnt, mit dem 
Blute von bei 630 und 410 mm Hg lebenden Tieren angestellt, welcher 
Luftdruck etwa einer Héhendifferenz von 1500 und 4000 m entsprechen 
wiirde. Es schien also von Interesse zu sein, die Versuche zu wieder- 
holen und zu erginzen mit solchen Tieren, die wir imstande sind, vom 
755- bis 750-mm-Hg-Luftdruck unter 460 bis 430mm Hg zu setzen. 
Wenn die Druckunterschiede gréBer sind, so ist auch eine gréber 
Differenz im O,-Verbrauch zu erwarten. 

Unsere vorliegenden Versuche — wie auch die vorherigen — wurden 
mit dem Winéersteinschen*) Mikrorespirometer ausgefiihrt, mit welchem 
auch die kleineren Ausschlige auf das exakteste zu konstatieren sind. 
Indem wir die Beschreibung des Apparats iibergehen, wollen wir nur so viel 
bemerken, da8 wir seine neueste Modifikation benutzten, auf dessen Hg- 
Manometer die Menge des verbrauchten O, unmittelbar in Kubikmilli- 
metern ablesbar ist. In die eine Kugel des Apparats geben wir Tyrode- 
lésung, in die andere kam das sterile, mit einer Pipette abgemessene Blut 
Das Blut sittigten wir nachher mit Sauerstoff und trieben die Luft aus der 
Kugel mit Sauerstoff aus. In das GefiB®, welches in die das Blut enthaltende 
Kugel hineinreicht, legten wir ein mit 3proz. KOH-Lésung durchtranktes 
Filterpapier zur Absorption der entstehenden Kohlensaéure. Dann legten 


1) Masing und Morawitz, Deutsch. Arch. f. klin. Med. 98, 301. 
2) Loewy und Forster, diese Zeitschr. 145, 318, 1924. 
3) Winterstein, diese Zeitschr. 46, 440; Zeitschr. f. biol. Techn. 8, 246 
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wir den ganzen Apparat in ein Wasserbad von 38°C, in welchem er mittels 
eines Exzenterapparats in stetiger Bewegung gehalten wurde. Die Ab- 
lesung begannen wir nur, als die Temperaturunterschiede zwischen den 
zwei GefaBen ausgeglichen waren. Selbstverstaéndlich haben wir im Laufe 
der Versuche unter den Kautelen der strengsten Sterilitat gearbeitet. 

Um unsere Versuchstiere eine langere Zeit hindurch unter vermindertem 
Luftdruck zu halten, ohne sie aus ihren gewohnten Lebensverhaltnissen 
zu reiBen, muBten wir einen solchen Apparat konstruieren, der dem Tiere 
tunlichst Bewegung erlaubt. Darum haben wir den. in Abb. | sichtbaren 
Apparat zusammengestellt. Das Versuchstier wurde in einer Glasglocke 
von etwa 60cm Héhe und 30cm Durchmesser untergebracht (A), die 
oben eine Offnung fiir einen doppelt durchbohrten Gummistopfen besitzt. 
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Abb. 1. 


Aus der Glasglocke saugten wir die Luft mit einer Wasserstrahlpumpe 
aus (G) und besorgten die Ventilation und Druckregulierung mittels des 
mit Quecksilber gefiillten GefiBes B. Das GefaiB ist etwa 50¢m hoch 
und wird oben durch einen drgifach durchbohrten Gummistopfen zu- 
gemacht; durch die eine Bohrung regulierten wir den Luftdruck mit einem 
langen Glasrohr E, je tiefer wir das Glasrohr in das Quecksilber einsenkten, 
eine um so héhere Quecksilbersiule mute durch die Luftpumpe iiber- 
wunden werden, damit die AuBenluft durch die Leitung C in den Zylinder 
gelangte. Den im ganzen System bestehenden Druck maBen wir an einem 
Quecksilbermanometer D, das durch die zweite Bohrung des Gummi- 
stopfens auf B mittels der Leitung d verbunden war. Das Manometer 
besteht aus einem U-férmigen, mit Quecksilber gefiillten Glasrohr, zwischen 
seinen Schenkeln ist eine Zentimeterskala angebracht, eventuell kénnen 
wir aus der Differenz zwischen den Quecksilberniveaus in den beiden 
Schenkeln gleich den im System herrschenden Druck notieren. Damit 
die Quecksilbertrépfchen aus den bei dem Saugen entstehenden Blasen nicht in 
die Glocke A gelangen, haben wir zwischen die Glocke A und den Zylinder B 
das GefaB C geschaltet. Bei der zur Unterbringung des Tieres dienenden 
Glocke A war die Abdichtung der unteren Offnung notwendig. Zu diesem 
Zwecke diente uns anfangs eine geschliffene Glasplatte, die wir mit Hahnfett 
an die Glocke fiigten und auf diese Weise luftdicht schlieBen wollten. 
Dies gelingt aber bei einem so groBen Zylinder nur mit Miihe und Not, 
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deshalb gingen wir bald zur folgenden Methode iiber: 10g Zinkoxyd und 
je 30 g Glycerin, Gelatine und destilliertes Wasser wurden auf dem Wasser. 
bad so lange erwirmt, bis eine fliissige Masse entstand. Mit dieser Masse, 
die beim Erkalten fest wird, haben wir den Rand der Glasglocke umgossen. 
Die Masse schlieBt ausgezeichnet, man muBte nur Sorge tragen, daB der 
in der Glasglocke kondensierende Wasserdampf und der Harn des Versuchs- 
tieres nicht zur Masse gelangt und dieselbe aufweicht, weil dann das luft- 
dichte SchlieBen aufhért. Nach Beendigung des Versuchs kann die Masse 
an einer Stelle aufgeschnitten und in einem Stiicke abgezogen werden. 

Wir setzten unsere Versuchstiere fiir 15 bis 66 Stunden unter die 
Glocke und gaben Karotten als Nahrung, wodurch auch das Wasser- 
bediirfnis der Tiere befriedigt war. Den Luftdruck verminderten wir 
in jedem Falle stufenweise im Laufe von 8 bis 10 Minuten auf die be- 
absichtigten 410 bis 460 mm Hg, und von dem verminderten Luftdruck 
kehrten wir nach Beendigung des Versuchs wieder allmiahlich (4 bis 
8 Minuten) zum normalen atmosphirischen Drucke zuriick. Die Tiere 
befanden sich wihrend der ganzen Versuchsdauer gut, und es war an 
ihnen nur eine mehr- oder mindergradige Dyspnoe zu beachten. 

Von unseren Versuchskaninchen entnahmen wir das Blut aus dem 
Ohre und defibrinierten es durch Schiitteln mit Glasperlen. Beim 
Defibrinieren wird das Blut armer an weiBen Blutkérperchen, weil 
ein Teil derselben in die ausfallenden Fibrinfiden gelangt. Das 
defibrinierte Blut filtrierten wir auf einem Asbestfilter, wobei es wieder 
armer an Leucocyten wird. Darauf haben auch Denecke und Roessingh') 
hingewiesen. In zwei Fallen haben wir im Kapillarblut, im defibrinierten 
Blut und im filtrierten Blut die Leucocytenzahl bestimmt. 





Zahl der Leucocyten 


ke... Se 7400 4400 
Nach dem Defibrinieren durch Schiittein . 4200 2600 
Nach dem Filtrieren auf Asbest ..... 2900 1900 

Die Verminderung der Leucocytenzahl ist aber nur vorteilhaft fiir 
unsere Untersuchungen, weil ja der gréBte Teil des durch die Leuco- 
cyten verbrauchten Sauerstoffs bei der Bestimmung wegfillt. Wir 
bestimmten den O,-Verbrauch von 1 cem des auf diese Art steril ent- 
nommenen und vorbereiteten Blutes an den bei 750 bis 760mm Hg 
lebenden Kaninchen. Die Tiere setzten wir dann fiir 15 bis 66 Stunden 
einem auf 430 bis 450mm Hg verminderten Luftdruck aus, und un- 
mittelbar nachdem wir sie aus dem Apparat herausgenommen haben, 
bestimmten wir den O,-Verbrauch des Blutes. Alle Versuche fiihrten 
wir bei 38°C aus. Unsere Ergebnisse fassen wir in folgender Tabelle 
zusammen : 


1) Roessingh, Deutsch. Arch. f. klin. Med. 138, 367. 
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0,-Verbrauch von 1 cem Blut wihrend 10 Minuten bei unter 755mm Hg 


lebenden Tieren. 





1. 2. 3. 4. 5. 6. 7 8. 
cmm Sauerstoff 
1,0 40 5,0 4.0 20 | 50 3,0 60 
90 3,0 7,0 3,0 30 | 40 | 30 5,0 
3,0 1,0 40 5,0 5,0 6,0 5,0 4.0 
4.0 5.0 40 3,0 30 590 6,0 3,0 
2,0 5,0 3,0 6,0 3,0 40 
4.0 3,0 3,0 560 | 30 | 
40 4,0 
40 | 
3,0 
Mittelwerte 
425 | 316 | 457 | 3,3 4,00 433 | 425 4,44 


Im Durchschnittswert ausgedriickt, verbraucht das Blut von 
unter 750 bis 760 mm Hg lebenden Kaninchen bei 38°C pro Kubik- 
zentimeter alle 10 Minuten 4,04cmm Q,, auf 0°C und 760mm Hg 
umgerechnet 3,52 cmm, 100 ccm Blut verbrauchen also 2,11 ccm stiindlich. 


0,-Verbrauch von 1 cem Blut wahrend 10 Minuten bei unter 460mm Hg 
lebenden Tieren. 











or WE ee eG = 6. a 
Stunden unter 460 mm Hg 
4 28 15 | 24 25 66 58 


emm Sauerstoffverbrauch 


11,0 10,0 7,0 11,0 10,0 13,0 11,0 
9,0 10,0 10,0 7,0 7,0 8,0 12,0 
10,0 7,0 116 8,0 9,0 15,0 13,0 
12,0 11,0 9,0 7,0 8,0 9,0 11,0 
9,0 12,0 9,0 10,0 11,0 9,0 
10,0 10,0 9.0 15,0 

Mittelwerte 
10,5 94 | 9,83 8,66 8,84 11,2 11,8 


Im Durchschnittswert ausgedriickt, verbraucht das Blut eines 
Kaninchens, das 15 bis 66 Stunden lang unter einem Luftdruck von 
460 mm Hg gelebt hat, pro Kubikzentimeter und 10 Minuten bei 38° C 
10,03 cmm Q,, auf 0° C und 760 mm Hg umgerechnet 8,83 emm, 100 ccm 
Blut verbrauchten also 5,29 cem pro Stunde. 

Zwischen dem Q,-Verbrauch der beiden Tiere besteht also eine 
Differenz von etwa 150 Proz. 


Es ist mit Bestimmtheit zu konstatieren, da der Sauerstoff- 
verbrauch der roten Blutkérperchen der Versuchstiere gréBer ist, 
wenn wir die Tiere unter vermindertem Luftdruck halten, weil dann 

Biochemische Zeitschrift Band 169. 7 
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junge rote Blutkérperchen im Blute erscheinen, die in erhdhtem Mate 
Sauerstoff verbrauchen. Der erhéhte O,-Verbrauch kann nicht den 
Leucocyten zugeschrieben werden, weil ja dieselben, wie wir uns in 
unseren Versuchen iiberzeugt haben, sich nicht vermehren. Im Blute 
miissen dabei keine kernhaltigen roten Blutkérperchen vorhanden sein 
Die kernlesen Blutkérperchen verbrauchen, wie wir erwihnt haben, 
auch nach den Untersuchungen von Masing und Morawiiz'), in erhéhten 
MaBe Sauerstoff; so ist der Sauerstoffverbrauch des Blutes ganz junge: 
Tiere und noch mehr bei anamischen Tieren im Regenerationszustand 
erhéht. Im gefarbten Priparat sehen wir Polychromasie und bei sehr 
schwerer Anamie ist auch der Durchmesser der Blutkérperchen gréBer. 


Den vergréBerten Durchmesser der roten Blutkérperchen finden 
wir auch bei unter vermindertem Luftdruck lebenden Tieren. 


Durchmesser der roten Blutkérperchen. 





bei 755 mm Hg bei 630 mm Hg __sobei 440 mm Hig, lebendes Tier 

Proz. Proz. Proz. 

5,2 bis 6,0 « 3 4 6 
6.0 bis 6.9 a 36 34 34 
6.9 bis 7.8 « 60 51 26 
7.8 bis 8&1 4 l ll 29 
78 bis 8.7 a“ _ 
8.7 bis 9.0 4 5 


Durchschnittlich . 6.1 a 65 u 6.9 « 


Wiahrend der durchschnittliche Durchmesser der roten Blut- 
kérperchen von bei 750 bis 760 mm Hg lebenden Tieren 6,1 wu ist, betragt 
er bei der unter 630 mm Hg lebenden 6,5 uw, und bei dem Kaninchen, 
das 49 Stunden bei 440 mm Hg gelebt hat, 6,9 u, also wm 0,8 uw mehr. 
Bei den letzteren zwei Tieren sind auBerdem Blutkérperchen von 
solechen Durchmessern zu finden (8,1 bis 9,04), wie sie bei den bei 
760mm Hg Luftdruck lebenden Tieren iiberhaupt nicht zu beob- 
achten sind. 


Zuniz, Loewy, Miiller und Caspari*) haben an mikroskopischen 
Schnitten bewiesen, daB bei solchen Tieren, die eine langere Zeit dem 
Héhenklima ausgesetzt waren, die 4uBere Schicht des roten Knochen- 
marks dicker ist und mehr rote Blutkérperchen enthalt wie dasjenige 
von Tieren, die auf der Ebene leben. Aus dieser Tatsache miissen 


1) Masing und Morawitz, Deutsch. Arch. f. klin. Med. 98, 301. 

2) Zuntz, Loewy, Miiller und Caspari, Héhenklima und Bergwanderungen, 
Berlin 1906, 198 ff. — Loewy und Miiller, Deutsch. med. Wochenschr. 
1904, 121. 
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wir auf eine erhéhte Blutkérperchenbildung schlieBen. Trotzdem hat 
bei solchen Tieren auBer Schaumann und Rosenquist') kein Autor kern - 
haltige rote Blutkérperchen gefunden. Auch wir fanden in unseren, 
sus den Versuchstieren verfertigten Priaparaten keine kernhaltigen 
roten Blutkérperchen, nur Anisocytose, Polychromasie und, wie erwahnt, 
abnorm groBe Blutkérperchen. Diese Untersuchungen sprechen also 
auch dafiir, daB der erhéhte Sauerstoffverbrauch.des Blutes von bei 
vermindertem Luftdruck lebenden Tieren durch die erhéhte Sauerstoff- 
zehrung der kernlosen jungen roten Blutkérperchen zustande kommt. 
In diesen roten Blutkérperchen kénnen die Nucleinsiuren, also Kern- 
reste, eine Rolle bei dem erhéhten Sauerstoffverbrauch spielen. 


1) Schaumann und Rosenquist, Zeitschr. f. klin. Med. 35, 1898. 
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Eine neue Methode zur Bestimmung der Serumtryptasen. 


Von 
L. und Xenia Utkin-Ljubowzow. 


(Aus der Abteilung fiir experimentelle Pathologie und Pharmakologie des 
Staatlichen Chemo -Pharmazeutischen Forschungsinstituts zu Moskau. 


(Eingegangen am 11. Dezember 1925.) 


Wenn wir an dieser Stelle von Serumproteasen sprechen, so meinen 
wir damit diejenigen proteolytischen Fermente, die so oder anders im 
Serum anzutreffen sind. Wir halten es fiir einen entschiedenen MiBgriff. 
die Serumproteasen immer als sekundir, durch Zerfall von Zell. 
elementen erst bei der Gewinnung des Serums auftretende Fermente 
zu betrachten und stimmen der Anschauung Oppenheimers') bei, dai 
in vivo Proteasen im strémenden Blute vorhanden sein miissen. Ohne 
die entsprechende Diskussion aufzunehmen, ist die von uns hier vor- 
geschlagene Methode auf diejenigen Proteasen im Serum zugespitzt, 
die man tatsachlich vorfindet, und da ist eine ,,neue Methode“ ent- 
schieden gerechtfertigt. Denn trotz einer groBen Zahl von Arbeiten, 
die den Serumproteasen und speziell auch den Bestimmungsmethoden 
gewidmet sind, ist keiner der Vorschlage als vorwurfsfrei zu betrachten 
Die Serumautolyse fiihrt nicht zum Ziele; die proteolytische Wirkung 
ist durch das sogenannte Antitrypsin gedeckt, und in Wasser neutraler 
oder schwach alkalischer Pufferung bekommt man meist keine oder 
manchmal ganz geringe Werte, wie wir das auch éfters zu beobachten 
Gelegenheit haben. Auf der ,,Beseitigung des Antitrypsins in Ver- 
bindung mit Autolyse beruhen als Beispiel die Methoden von 
Jobling*); es liegt jedoch in diesen und anderen Fallen absolut keine 
Sicherheit vor, daB das Antitrypsin tatsichlich komplett beseitigt und 
daB das Ferment nicht geschidigt wird. Dieses betrifft besonders 
die Methoden der Beseitigung des Antitrypsins durch Kaolin, Ton- 
erde usw., da nach den Untersuchungen von Jamakawa*) anorganiscl 


1) Die Fermente und ihre Wirkungen, 1925, XIV. Hauptteil, Kap. 4 

2) Jobling, Petersen und Eggstein, Zeitschr. f. Immunitatsforsch. 24, 
460, 1916. 

3) Journ. of exper. Med. 27, 1918. 
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Adsorbentien gerade das Ferment adsorbieren und das Antiferment 
intakt lassen. Unsere Versuche, durch Kaolin eine meBbare Serum- 
autolyse hervorzubringen, verliefen auch resultatlos. Die Dehydrations- 
methode von Schierge') fiihrt, abgesehen von ihrer Kompliziertheit, 
entschieden zu einer partiellen Inaktivierung der Proteasen durch 
Bearbeitung mit Alkohol. 

Einen Vorzug der Methode bedeutet die Anwendung statt der 
Eigenproteine des Serums eines wohlcharakterisierten Substrats, 
des Caseins, denn die Eigenproteine kénnen von Fall zu Fall quantitativ 
und qualitativ wechseln und das besonders bei pathologischen Zustanden, 
so daB in einen jeden solchen Autolyseversuch neue unbekannte Faktoren 
eingefiihrt werden. Wo das Studium der Autolyse nicht Selbstzweck 
ist, ist sie zur Proteasebestimmung entschieden zu verwerfen. 

Wie sich eine Methode auch gestalten mag, bietet die Arbeit 
in gepufferten Medien ganz allgemeine und wohlbekannte Vorziige, und 
da mu8 man sich fiir diese oder jene Pufferung entscheiden. Wenn 
wir mit Oppenheimer (|. c.) der Meinung Ausdruck geben, daB native 
Proteasen im Plasma vorhanden sein miissen, so denken wir vor allen 
Dingen an dreierlei Quellen: ausgeschwemmte Organproteasen, leuco- 
cytire Protease und vielleicht aus dem Darmtraktus riickresorbierte 
Tryptasen. In allen drei Fallen haben wir es auch mit Fermenten zu 
tun, die nahe dem neutralen Punkt ihr Optimum besitzen, wenngleich 
nebenher auch Pepsinasen (eventuell auch Peptasen) vorliegen kénnen 
und unter den Zellfermenten auch tatsichlich vorliegen. Okubo®) findet 
den optimalen p,-Wert fiir Serum mit 7. Alles dieses veranlaBte uns, 
sich vor allen Dingen fiir die Pufferung pg = etwa 7 zu entscheiden. 
Wir sind eben dabei, die Serumproteasen in bezug auf ihre Wirkungs- 
optima zu charakterisieren. Die Ergebnisse werden uns tiber die genaue 
Pufferung naher belehren, unsere Methode selbst wird dadurch nicht 
beriihrt und gestattet uns, die Méssung bei beliebiger H*-Konzentration 
durchzufiihren. 

Unsere Methode griindet sich auf der Beobachtung des einen von 
uns), daB eine Leberaufschwemmung bei py = 4,5 bis 5,0 einen Teil 
ihrer Proteine ausflockt; dabei verteilen sich die Pepsinasen zwischen 
Niederschlag und Filtrat. Was die alkalischen Tryptasen betrifft, so 
werden sie vom Niederschlag komplett adsorbiert, das Filtrat zeigt in 
diesem Falle tiberhaupt keine Caseinverdauung. Nach Denaturierung 
des Niederschlags mittels Acetons kann die Tatigkeit der niedergerissenen 
Tryptasen zum Vorschein gebracht werden. 


1) Zeitschr. f. exper. Med. 32, 1923; 34, 1923. 
2) Ber. Phys. 27, 195; 28, 467. 
3) L. Utkin-Ljubowzow, diese Zeitschr. 158, 50, 1925. 
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In Analogie dazu versuchten wir, die Adsorption der Serum. 
tryptasen durch ein in der isoelektrischen Zone ausflockendes fremd«s 
Protein durchzufiihren und die tryptische Verdauung am Adsorption s. 
komplex zu studieren, dabei hofften wir, uns von dem ,,Antitrypsin‘ 
zu befreien und somit den ganzen Versuch einfach und iibersichtli«}, 
zu gestalten. Als Substrat wihlten wir wiederum das Casein mit dem 
JP bei py = 4,6; wie bekannt, zeigen bei dieser Siuerung die hydro. 
philen Serumproteine keine Koagulationserscheinungen, das Casein 
dagegen flockt komplett aus. AuBerdem besitzt es die wertvolle Eigen. 
schaft, verhaltnismaBig leicht durch proteolytische Fermente gespalten 
zu werden; die Einheitlichkeit des Substrats ist durch ein ganz be- 
stimmtes Handelspriparat garantiert. Da wir an die klinische Ein- 
fiihrung dachten, so bemiihten wir uns, die Serummenge auf das 
minimalste zu verringern. 

Im einzelnen gestaltet sich das Verfahren folgendermaBen: 1 ccm 
Serum wird im Zentrifugierréhrchen mit 3 cem 1 proz. neutraler Casein. 
lésung!) gemischt ; nun werden unter Umriihren 0,5 cem Acetatgemisch, 
hergestellt durch Mischen gleicher Volumina n/l Essigsiure und 
Natriumacetat, hinzugegeben. Das Casein flockt momentan aus. Das 
Réhrehen wird 3 bis 5 Minuten scharf zentrifugiert. Der Niederschlag 
bleibt so fest am Boden des Réhrchens haften, da8 die Fliissigkeit 
ruhig abgegossen werden kann. Der Niederschlag wird sodann zweima! 
mit dem erwahnten, hundertfach verdiinnten Acetatgemisch mittels 
eines Glasfadens durchgewirbelt und auf der Zentrifuge gewaschen, 
was zur Entfernung der Serumreste, also auch des Antitrypsins, fiihrt. 
Nun wird der Niederschlag in 5cem 0,2proz. Soda gelést, weitere 
6,5ccm Wasser werden hinzugefiigt, 1 ccm dieser Fliissigkeit dient zur 
gesamten N-Bestimmung (Mikro-Kjeldahl). In zwei trockene kleine 
Erlenmeyerkélbchen werden zu 5 ccm der Fliissigkeit und 5 ccm eines 
Phosphatpuffers py = 7,1) (m/3) eingetragen. 

Dem Inhalt des einen Kélbchens werden einige Tropfen Toluol zu- 
gegeben, wonach es gut verkorkt fiir 24 Stunden in den Thermostaten 
bei 37° gestellt wird. Das andere Kélbchen wird auf Neutralrot 
neutralisiert, auf dem kochenden Wasserbade erwirmt und mit Hilfe 
von 5 ccm 1 proz. kolloidalen Eisenhydroxyds unter Zusatz einiger 
Tropfen gesittigter K,SO, enteiweiBt. Ebenso verfahrt man nach 
24 Stunden mit dem anderen Kélbchen. Nach Erkalten wird der 
Inhalt der Kélbchen auf 50 ccm aufgefiillt und durch ein trockenes 
Filterchen filtriert; im beliebigen Teile des Filtrats wird der 
Rest-N bestimmt. 

1) Die Bereitung siehe bei L. Utkin-Ljubowzow, |. c. 

*) Die fiir Serumprotease optimale Reaktion (nach Okubo, 1. ce. S. 1), 
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Der Gesamt-N-Wert mit den beiden Rest-N-Werten gibt die 
Moglichkeit, den Grad der Caseinspaltung in Prozenten vom Gesamt- 
protein auszudriicken. Die angefiihrte Tabelle I demonstriert die 
‘esultate einer Anzahl von Versuchen, die in Doppelbestimmungen 
ausgefihrt sind. Wir arbeiteten mit Seren von Kaninchen, Meer- 
schweinchen und Hund. 

Tabelle I. 





NS , Anfangs Rest-N Casein- 
Gesamt+N Rest-N | RestN | guwachs| zerfall 


mg mg mg mg | Proz. 


1. Kaninchen 2.18 0,11 0,71 0,60 29.0 01 
218 O12 O72 060 291 ) 

2. Kaninchen 210 | 013 0,62 0.49 24.9 26 
2.17 0,13 0,69 056 275 ’ 

1. Meerschweinchen 2.42 0,18 1,45 1,27 56,7 13 
1,93 0,12 1,17 1,05 58,0 ’ 

2. Meerschweinchen 2,78 0,12 1,95 1,83 68,8 04 
2,78 0,16 1,95 1,79 68,4 ’ 

1. Hund 182 | 010 O51 O41 238 er 

| 1,99 0,09 0,53 0,44 23,1 ’ 

2. Hund 2,12 0,10 0,50 0,40 19,8 

2,05 0,10 0,50 0,40 20,5 

Mensch 2,17 0,14 0,80 066 325 

2,17 0,15 082 | 0,67 33,1 


{ 
| 


0,7 


0,6 


Wie ersichtlich, hatten wir in Parallelversuchen gute Uberein- 
stimmungen. Die Maximaldifferenz iibersteigt nicht 2,6 Proz. 

Dieses weist darauf hin, da8 unter gleichen Bedingungen das 
Casein gleiche Proteasemengen aus dem Serum niederreiBt. Allerdings 
belehrte uns ein spezieller Versuch, daB nicht die ganze Tryptase 
quantitativ an das Casein geht, ein geringer Teil bleibt in Lisuhg. Wie 
es scheint, kann die Methode dadurch nicht beanstandet werden, da 
die Fermentschwankungen durch sie vollkommen wiedergegeben 
werden. 

Der entsprechende Versuch zur Klirung des Adsorptionsgrades 
der Tryptase durch Casein entsprechend unserer Anordnung verlief 
wie folgt: Die vom Caseinniederschlag im Zentrifugierréhrchen ab- 
gegossene Fliissigkeit gelangte in ein zweites Réhrchen, es wurden 
zu ihr nochmals 3cem 1 proz. Casein zugefiigt. Der sich von neuem 
bildende Niederschlag wurde genau wie bei der Grundbestimmung 
behandelt. Die Ergebnisse ersieht man aus Tabelle II. 

Wir versuchten, auch durch Erhéhung der Caseinmenge eine reich- 
lichere Adsorption zu erreichen, wir tiberzeugten uns, daB dieses nicht 
méglich ist. Wir fiihren hier immer solchen Versuch an, in welchem die 
Abhangigkeit der Proteaseadsorption von der Caseinmenge durch 
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Tabelle 11. 





Erste Fallung | Zweite Fallung 


Nr. Tier Rien | Tien 


1 Kaninchen 13,1 45 
2 s 25.5 5.4 
3 46.5 8,2 


” 


Untersuchung der in der Fliissigkeit hinterbleibenden freien Protea» 
studiert wurde. 

In vier Réhrchen gelangten zu 1 cem Serum verschiedene Casein. 
mengen, die Volumen wurden mit Wasser ausgeglichen und in allen 
Réhrehen wurde das Casein mittels des Acetatpuffers ausgeflockt. 

Nach Zentrifugieren kamen die einzelnen Lésungen in vier weitere 
Réhrchen, wo nunmehr gleiche Mengen Casein hinzugegeben wurden 
(3cem). Nach zweiter Ausflockung wurde der Versuch in gewéhnlicher 


Art beendet. 
Tabelle III. 





Caseinlésung Caseinzerfall 
com Proz. 


36,4 
18,1 
115 

9,8 


Wenn wir diese Resultate graphisch ausdriicken, so erhalten wit 
einen typischen Adsorptionsverlauf; die Anreicherung des Adsorbenten 
fiihrt nicht zu einer AdsorptionsvergréBerung. Diese vorgeschlagene 
Methode hat vor den anderen den Vorzug, daB die Verdauung in einem 
bestimmten gepufferten Milieu verliuft, welches frei von Antitrypsin 
ist und frei von anderen Begleitstoffen des Serums. Die zur Bestimmung 
gelangenden Rest-N-Werte sind bedeutend héher als in anderen 
Methoden, was durch Verkleinerung des Versuchsfehlers auch einen 
entschiedenen Vorteil bietet. 
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Sind sauerstoffiibertragende Enzyme mit wasserstoff- 
iibertragenden identisch ? 


Von 
A. Bach und K. Nikolajew. 


(Aus dem biochemischen Institut des Kommissariats fiir Volksgesundheit 
in Moskau.) 


(Eingegangen am 11. Dezember 1925.) 


In dem Bestreben, seine Dehydrierungstheorie zu einer um- 
fassenden Lehre von den vitalen Oxydationen auszubauen, gelangte 
H. Wieland (1) zu der Ansicht, daB die vielfach erforschte Sauerstoff- 
aktivierung bei diesen Prozessen keine Rolle spiele. Indem er (2) fiir 
die Autoxydation ungesiittigter Systeme, soweit sie bei WasserausschluB 
verlauft, sich der Engler-Bachschen Peroxydtheorie anschlieBt, glaubt 
er betonen zu kénnen, da in wisserigen Lésungen, also auch in der 
lebenden Zelle, die Oxydationen ihren Weg nicht iiber die Aktivierung 
des molekularen Sauerstoffs durch primaire Peroxydbildung, sondern 
ausschlieBlich iiber die Aktivierung des Wasserstoffs der Substrate 
nehmen. Erst beim Zusammentreffen des aktivierten Wasserstoffs 
mit inertem Sauerstoff entstehe sekundar Hydroperoxyd, eine Reaktion, 
die Wieland als indirekte Autoxydation bezeichnet. 

Bekanntlich ist zwischen den Erscheinungen der direkten Autoxy- 
dation, das ist, der Sauerstoffaktivierung durch primaire Anlagerung 
von ganzen Sauerstoffmolekiilen unter Peroxydbildung, und der 
Wirkung der Oxydasen ein weitgehender Parallelismus festgestellt 
worden. Ein chemischer Kérper, der an und fiir sich durch den mole- 
kularen Sauerstoff nicht mit meBbarer Geschwindigkeit angegriffen 
wird, laBt sich durch denselben in Anwesenheit eines leicht oxydablen 
Kérpers rasch oxydieren. Beispiel: Indigolésung und Terpentindl. 
Da Terpene nachgewiesenermafen der direkten Autoxydation unter 
Peroxydbildung anheimfallen, so wird angenommen, daB der gegeniiber 
dem molekularen Sauerstoff bestindige Farbstoff hier durch den 
aktiven Sauerstoff des Peroxyds oxydiert wird. Die oxydierende 
Wirkung des Systems autorydabler Kérper +- Sauerstoff—> Peroxyd 
kann weiter durch Schwermetallsalze, in ahnlicher Weise wie die des 
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Hydroperoxyds durch Eisen-I-Sulfat, betrachtlich beschleunigt werden 
Schwermetallsalze bewirken hier eine Beschleunigung der Reaktion 
indem sie mit den entsprechenden Peroxyden Additionsprodukte von 
héherem Oxydationspotential bilden. Nun hat sich die gewéhnliche 
Oxydase (Phenoloxydase) als ein Gemisch von zwei voneinande: 
trennbaren Agenzien erwiesen. Fiir sich allein iibt das eine in An. 
wesenheit von molekularem Sauerstoff gar keine, das andere nur eine 
schwache oxydierende Wirkung aus. Ersteres, als Perorydase be. 
zeichnetes, beschleunigt die oxydierende Wirkung des Hydroperoxyds 
und anderer, bei der Autoxydation von ungesittigten Verbindungen 
entstehender Peroxyde, in ahnlicher Weise wie es Schwermetallsalze 
tun; letzteres, als Oxygenase bezeichnetes, nimmt in abnlicher Weise 
wie das Terpentinél molekularen Sauerstoff unter Peroxydbildung 
auf. Die Richtigkeit dieser Auffassung scheint darin ihre Bestitiguny 
zu finden, daB man aus den oxydierenden Systemen: 


Peroxydase + Oxygenase +- O, 
und 
Schwermetallsalz +- autoxydabler Kérper + O, 


die gemischten Systeme: 


Schwermetallsalz + Oxygenase + O, 
und 


Peroxydase + autoxydabler Kérper + O, 


darstellen kann. 


Die Annahme, da8B die Sauerstoffaktivierung bei den vitalen 
Oxydationsprozessen keine Rolle spiele, zwingt zu der SchluBfolgerung, 
daB die Wirkung der Oxygenase und der Peroxydase in keinem Zu- 
sammenhange mit den Erscheinungen der Autoxydation und deren 
katalytischen Beeinflussung stehe. Wieland geht diesen weiteren Schritt 
und faBt die Oxygenase und die Peroxydase als wasserstoffaktivierend: 
Agenzien auf. Die Oxygenase soll nicht dem molekularen Sauerstoff 
unter Peroxydbildung, sondern den Wasserstoff der Substrate aktivieren 
und ihn zur direkten Vereinigung mit dem molekularen Sauerstoff 
als Wasserstoffakzeptor befaihigen. Die gleiche Wasserstoffaktivierung 
soll auch durch die Peroxydase, die auf den Wasserstoffakzeptor H,O, 
eingestellt sei, bewirkt werden. Durch diese Annahme wird die Funktion 
dieser bisher als Oxydationsenzyme angesehenen Agenzien in die 
Dehydrierungstheorie hineingefiigt. 


Seine Auffassung stiitzt Wieland auf an und fiir sich sehr 
interessante und bedeutungsvolle Versuche. Es ist ihm nimlich ge- 
lungen, die Oxydation des Athylalkohols zu Essigsiiure durch lebende 
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Essigbakterien sowie durch daraus dargestellte Dauerpriiparate, 
unter Ersatz des Sauerstoffs durch Methylenblau als Wasserstof{fakzeptor 
zu bewirken. Da hierbei der Farbstoff zur Leucobase reduziert wird, 
so glaubt Wieland, die Alkoholoxydase zum Fungieren als Redukase 
ygezwungen zu haben (3). Andererseits stellte er fest, dab das Schar- 
dinger-Enzym der Milch, welches die Reduktion des Methylenblaus 
durch Aldehyde beschleunigt, wobei letztere zu den entsprechenden 
Siuren oxydiert werden, die gleiche Oxydationsreaktion auch durch den 
molekularen Sauerstoff vermittelt. Es hat hier den Anschein, als ob 
eine Redukase unter geeigneten Bedingungen auch als ,,Aeroxydase“ 
fungieren kénne. 


Gegen diese Auffassung ist von Bach (4) der Einwand erhoben 
worden, daB die Versuche nicht mit isolierten Enzymen, sondern mit 
der ganzen Kérpersubstanz der Essigbakterien oder mit der Milch aus- 
gefiihrt worden sind. Mit derartigen Materialien, welche Gemische von 
verschiedenen Enzymen und anderweitigen Substanzen darstellen, 
lassen sich nicht eindeutige Resultate erzielen. Beweisend werden 
diese Versuche erst dann sein, wenn es gelingen wird, mit der isolierten 
Alkoholoxydase Alkohol zu Essigsiure, mit dem isolierten Schardinger- 
Enzym Aldehyde zu den entsprechenden Sauren sowohl durch die 
Vermittlung des Methylenblaus wie durch die Vermittlung des molekularen 
Sauerstoffs zu oxydieren. Leider schlugen bisher alle Versuche, die 
Alkoholoxydase aus den Essigbakterien in aktivem Zustande zu isolieren, 
fehl. Dagegen konnten Sharsky und Michlin (5) in hiesigem Institut 
das Schardinger-Enzym (Perhydridase) der Milch durch Konzentrieren 
im Rahm, Entbuttern und Fallen der Buttermilch mit Aceton weit- 
gehend reinigen. Hier lag also die Méglichkeit vor, nachzupriifen, ob 
tatsichlich das isolierte Enzym imstande ist, molekularen Sauerstoff 
fiir Oxydationszwecke zu verwerten, wie es die Phenoloxydase tut. 
Wir wiederholten daher die Wielandschen Versuche mit Salicylaldehyd 
unter Anwendung des nach Sbarsky und Michlin isolierten Enzyms 
der Milch. 


1 Liter frischer Buttermilch wurde mit 3 Liter frisch itiber- 
destilliertem Aceton gefallt, der entstandene Niederschlag wurde unter 
vermindertem Druck abfiltriert, nochmals mit Aceton verrieben und 
das erhaltene Pulver zum Verdunsten des Fillungsmittels auf ein 
Papier ausgebreitet und dann durch Ausziehen mit Petrolather ent- 
fettet. Die Ausbeute betrug 42g. Das Priparat war wenig léslich in 
Wasser. 

Zunichst wurden Versuche mit einer wiisserigen Emulsion des 
Enzympriparates angestellt, 12g des Trockenpulvers wurden mit 
50 cem Wasser zu einer feinen und haltbaren Emulsion verrieben. Die 
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Wirksamkeit letzterer wurde in der Weise bestimmt, daB 1 cem dayoy 
mit 2cem Wasser, 1 ccm lproz. Acetaldehydlésung und 1 cem 1 proz 
Natriumnitratlésung vermischt und bei 65° wahrend einer halben Stwide 
im Thermostaten stehengelassen wurde. Dann wurde das Reaktions. 
gemisch mit 1 ccm gesiattigter Lésung von basischem Bleiacetat versetzt, 
filtriert, und von dem klaren Filtrat wurden 3ccm zur Bestimmung 
des gebildeten Nitrits nach Jlosvay-Lunge angewandt. lecem Enzym. 
emulsion lieferte 0,0567 mg N ,O,; etwa 27 mal sqviel wie die frische Milch 


Zur Ausfiihrung der Versuche dienten zylindrische GefaBe von 200 cem 
Inhalt mit angeschmolzenen Zu- und Ableitungsréhren, welche mit Glas- 
hahnen versehen waren. Die angewandte Methodik war folgende: 

Zwei GefiBe wurden mit reinem, ausgekochtem Wasser gefiillt, und 
aus dem einen wurde das Wasser mit reinem Wasserstoff, aus dem anderen 
mit reiner Luft verdringt. Beide GefiBe wurden mit je 0,35 g Salicy!- 
aldehyd, 3,3 cem Phosphatpuffer (p, = 7,6), 10cem Enzymemulsion und 
Wasser bis auf 20 cem beschickt und im Thermostaten wahrend 6 bis 8 Stun- 
den bei 60° unter Hindurchleitung von Wasserstoff bzw. Luft gehalten. 
Zur Isolierung der gebildeten Salicylsiure wurden die Reaktionsgemische 
mit Wasser auf das Doppelte verdiinnt, mit je 1 cem n H,SO, zur Fillung 
der EiweiSstoffe angesduert, filtriert und das Filtrat viermal mit Ather 
extrahiert. Die vereinigten Extrakte, welche neben unveriindertem Salicy!- 
aldehyd Saligenin und Salicylsiure enthielten, wurden mit Natriumsulfat 
entwissert und wiederholt mit Natriumcarbonat und wenig Wasser aus- 
geschiittelt. Die vereinigten wiisserigen Ausziige, welche die Salicylsiure 
als Natriumsalicylat enthielten, wurden zur Entfernung des Salicylaldehyds 
und des Saligenins wiederholt mit Ather ausgeschiittelt, bis die atherischen 
Ausziige keine Violettfarbung mit Eisenalaun gaben. In der restierenden 
Natriumsalicylatlésung wurde die Salicylsiure kolorimetrisch bestimmt. 
Wieland isolierte aus der Natriumsalicylatlésung die freie Siure in Substanz 
und bestimmte sie entweder durch Wagen oder durch Titration. Wir 
fanden aber, daB das einfachere direkte Kolorimetrieren gut iiberein- 

«stimmende Resultate liefert. * 

In der angegebenen Weise wurden auch Kontrollversuche mit durch 
Hitze inaktivierter Enzymemulsion im Wasserstoff- und Luftstrom aus- 
gefiihrt. 

Dabei wurden folgende Resultate erhalten: 


Gebildete Salicylsiure in Grammen 
Wasserstoff Luft 


Aktives Enzym _ Inaktives Enzym Aktives Enzym  Inaktives Enzym 
0,01018 0 0,01845 0 





Wie aus diesen Zahlen zu ersehen ist, ergab die aus dem gefillten 
Enzym dargestellte Emulsion, in Ubereinstimmung mit den Wieland- 
schen Befunden, betriichtlich mehr Salicylsiure im Luftstrom als im 
Wasserstoffstrom. Zu ganz anderen Resultaten gelangten wir aber, 
als wir anstatt der ersten Fiallung, welche noch die Mehrzahl der Bestand- 
teile der Buttermilch enthielt, Extrakte aus derselben verwandten. 
Sbarsky und Michlin teilen mit, daB ihr durch Fallen der Buttermilch 
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mit Aceton erhaltenes Priparat keine merkliche Enzymmengen an 
reines Wasser abgibt. Dagegen ist es ihnen gelungen, durch Ausziehen 
des Trockenpulvers mit n/200 Salzsaure und Neutralisieren mit Natrium- 
carbonat sehr wirksame Enzymlésungen zu gewinnen. Mit verschiedenen 
in dieser Weise dargestellten Enzymlésungen fiihrten wir folgende 
Versuche aus, 


1. 10cem Enzymlésung, deren Wirksamkeit der von 400 ccm Milch 
entsprach, wurden mit 0,25 g Salicylaldehyd versetzt, mit 5 cem Phosphat - 
gemisch auf py = 7,55 gepuffert und im Thermostaten bei 60° wahrend 
12 Stunden mit einem reinen Luftstrom behandelt. Gleichzeitig wurde ein 
Versuch im Wasserstoff unter denselben Bedingungen und Kontrollversuche 
mit inaktivierter Enzymlésung angestellt. Resultate: 


Gebildete Salicylsiure in Grammen 
Wasserstoff Luft 





Aktives Enzym_ Inaktives Enzym Aktives Enzym _Inaktives Enzym 
0,01832 0 0,009 34 0 


2. 13cem Enzymlésung entsprechend 130 ccm Milch, 0,25 g Salicyl- 
aldehyd, 6ccm Phosphatgemisch (p, = 6,8) wurden 8 Stunden bei 60° 
mit Wasserstoff bzw. Luft behandelt. Erhalten: 


Gebildete Salicylsiure in Grammen 
Wasserstoff Luft 





Aktives Enzym_ Inaktives Enzym Aktives Enzym  Inaktives Enzym 
0,005 56 0 0,00384 0 


3. 10cem Enzymlésung entsprechend 300 ccm Milch, 0,25 g Salicyl- 
aldehyd, 5ccm Wasser und 5ccm Phosphatgemisch (py, = 6,8) wurden 
9 Stunden wie oben behandelt 


Gebildete Salicylsiure in Grammen : 
Wasserstoff Luft 





Aktives Enzym_ Inaktives Enzym Aktives Enzym _Inaktives Enzym 
0,016 64 0 0,007 26 0 


Aus diesen Versuchen ergibt sich, daB das durch Fallen mit Aceton, 
Entfetten und Ausziehen mit schwacher Siure von gewissen Begleit- 
stoffen befreite Enzym weniger Salicylsdéure in Sauerstoffatmosphédre 
als in Wasserstoffatmosphdre liefert. Das gereinigte Enzym_ behilt 
daher wohl seine Fahigkeit, die gleichzeitige Oxydation und Reduktion 
zweier Aldehydmolekiile auf Kosten des Wassers zu bewirken, nicht 
aber die Fahigkeit, den molekularen Sauerstoff auf den Salicylaldehyd 
zu iibertragen. Mit anderen Worten, es kann wohl als reduzierendes bzw. 
oxydoreduzierendes Enzym, nicht aber als Oxydase fungieren. 

Wie erklart sich nun dieser Unterschied zwischen der Wirkung des 
gereinigten und des ungereinigten Enzyms ? Am nachsten lag die schon 
von Bach geiuBerte Vermutung, daB die in frischer Milch enthaltene 
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Peroxydase bei der Oxydation des Salicylaldehyds durch den molekw- 
laren Sauerstoff mit ins Spiel komme, indem sie die Ubertragung des 
aktiven Sauerstoffs des primar entstehenden Aldehydperoxyds be. 
schleunige. Wir fiihrten daher Versuche iiber das Verhalten des Salicy|- 
aldehyds gegen Peroxydase in verschiedenen Richtungen aus. 

Fiir die Versuche benutzten wir eine Lésung von gereinigter pflanz. 
licher Peroxydase (aus Meerrettich), deren Wirksamkeit nach der 
Guajakolmethode bestimmt wurde. 1 ccm Peroxydaselésung = 11,5 mg 
oxydierten Guajakols. Die Versuche wurden unter denselben Be- 
dingungen wie die oben beschriebenen ausgefiihrt. Da simtliche Fr. 
gebnisse negativ ausfielen, wollen wir auf die Einzelheiten hier nicht 
eingehen. Bemerkt sei nur, daB auch bei Anwendung von Hydro. 
peroxyd anstatt Sauerstoff als Wasserstoffakzeptor keine Bildung 
von Salicylsiure nachgewiesen werden konnte. Die oben erwihnte 
Vermutung Bachs trifft also nicht zu; die in der Milch vorhandene 
Peroxydase ist nicht fiir die gesteigerte Oxydation des Salicylaldehyds 
in Anwesenheit von Sauerstoff verantwortlich. Zugleich wird aber auch 
dadurch die Annahme Wielands, die Peroxrydase sei eine auf Hydro- 
peroxyd als Wasserstoffakzeptor eingestellte Dehydrase, hinfallig gemacht. 
Die Peroxydase ist ebensowenig imstande, den Wasserstoff des Salicy!- 
aldehyds zu aktivieren und ihn zur direkten Vereinigung mit dem 
molekularen Sauerstoff bzw. mit dem Sauerstoff des Hydroperoxyds 
zu befihigen, wie den aktiven Sauerstoff des Hydroperoxyds auf den 
Salicylaldehyd zu tibertragen. 


Wir gelangen also zu der Uberzeugung, daB an der von Wieland 
festgestellten Zunahme der Oxydation des Salicylaldehyds in An- 
wesenheit von Sauerstoff weder das Schardinger-Enzym (Perhydridase), 
noch die Peroxydase der Milch beteiligt sind. Da andererseits zu cer 
Annahme, da in der Milch eine noch unbekannte, molekularen Sauer- 
stoff iibertragende Oxydase vorkomme, keinerlei Veranlassung vorliext, 
so drangt sich der SchluB auf, daB die hier in Betracht kommende 
Reaktion nicht enzymatischer Natur ist. Es scheint uns, daB die Sach- 
lage sich an folgendem, recht eindeutigem Beispiel erliutern laBt. 


Bringt man frische Milch mit wenig Methylenblau, Acetaldehyd 
oder noch besser mit Hypoxanthin (6) im Vakuum zusammen uni 
erhitzt auf 60°, so beobachtet man, da®B der Farbstoff sich rasch ent- 
firbt; er wird zur Leucobase hydriert und biibt daher seine Fahigkeit, 
als Wasserstoffakzeptor zu fungieren, ein, wodurch die Reaktion zum 
Stillstand gebracht wird. LaBt man Sauerstoff zutreten, so farbt sich 
das Reaktionsgemisch sehr rasch blau, um dann nach kurzer Zeit sich 
wiederum zu entfirben. Mit tiberschiissigem Hypoxanthin unter 
Toluolzusatz laBt sich diese Operation beliebig wiederholen. Die Riick- 
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kehr der Blaufarbung des Reaktionsgemisches bedeutet die Dehydrierung 
der Leucobase durch den molekularen Sauerstoff, wodurch die Reaktion 
wieder in Gang gesetzt wird. Da iiberall, wo die Leucobase mit moleku- 
larem Sauerstoff zusammentrifft, die Dehydrierung mit fast unmeBSbar 
yroBer Geschwindigkeit erfolgt, so ist es einleuchtend, daB das Enzym 
der Mileh nichts mit der Riickkehr der Blaufarbung unter dem Einflub 
des Sauerstoffs zu tun hat. Der Sauerstoff fungiert hier nur als sekun 
ddrer Wasserstoffakzeptor und nur deshalb, weil der primdre Wasserstoff- 
akzeptor, das Methylenblau, nach dem Hydrieren sehr leicht oxydierbar 
ist. Wegen des sichtbaren Farbenumschlags liBt sich hier die Reaktion 
leicht verfolgen. Mit einem ungefarbten primaren Wasserstoffakzeptor 
wirde dessen Intervention unbeachtet bleiben und eine direkte 
dehydrierende Wirkung des molekularen Sauerstoffs dem Aldehyd gegen- 
iiber im Sinne Wielands vortaiuschen. Wir halten es fiir sehr wahr- 
scheinlich, daB die frische Milch derartige primaire Wasserstoff- 
akzeptoren (vielleicht lipoider Natur) enthalt, deren Wirkung der des 
Methylenblaus in unserem Beispiel analog ist. Durch geniigende 
Reinigung des Enzyms werden diese Begleitstoffe entfernt und die 
sekundire Wirkung des Sauerstoffs ausgeschaltet. 


Zusammenfassung. 


Die Annahme Wielands, daB das Schardinger-Enzym (Perhydridase) 
der Milch sowohl Methylenblau wie molekularen Sauerstoff als Wasser- 
stoffakzeptoren verwerten, also zugleich als Redukase und Oxydase 
fungieren kénne, wurde an der Oxydation des Salicylaldehyds mit 
dem nach Sharsky und Michlin isolierten Milchenzym einer experimen- 
tellen Priifung unterzogen. Eine wisserige Suspension des durch Fallen 
von Buttermilch mit Aceton erhaltenen Niederschlags ergab, in Uber- 
einstimmung mit dem von Wieland mit der Milch gemachten Befund, 
mehr Salicylsiure im Luftstrom als im Wasserstoffstrom (0,01845 g 
gegen 0,01018g). Durch Extraktion des Niederschlags mit 0,02 n 
Salzsiure und nachtrigliche Neutralisation erhaltene Enzymlésungen 
lieferten dagegen in Anwesenheit von Sauerstoff weniger Salicylsiure 
als bei SauerstoffausschluB (als Durchschnittswert aus drei Versuchen 
0,00681 g gegen 0,0135g). Durch Kontrollversuche mit pflanzlicher 
Peroxydase wurde festgestellt, daB der von Wieland beobachtete 
Mehrbetrag an Salicylsiure in Gegenwart von Sauerstoff nicht der 
Wirkung der in der Milch enthaltenen Peroxydase zugeschrieben werden 
kann. Der Unterschied zwischen dem Verhalten des isolierten Enzyms 
und der Milch in Gegenwart von Sauerstoff wird durch die Annahme 
erklart, daB die Milch Begleitstoffe (vielleicht lipoider Natur) enthalt, 
welche als Wasserstoffakzeptoren fungieren und, ahnlich dem reduzierten 
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Methylenblau, durch den molekularen Sauerstoff leicht dehydriert 
werden. Dadurch wird eine direkte Verwertung des Sauerstoffs durch 
das Schardinger-Enzym (,,Oxydasewirkung“) da vorgetiuscht, wo eine 
einfache akatalytische Reaktion vor sich geht. 


Literatur. 


1) H. Wieland, Uber den Mechanismus der Oxydationsvorgange. 
Ergebn. d. Physiol. 20, 477, 1922; Mechanismus d. Oxydation und Reduktion 
in der lebenden Zelle. Handb. d. Biochem. (2. Aufl.) 2, 252, 1923. 

2) Derselbe, B. 47, 2109, 1914. — 3) Derselbe, B. 46, 3327, 1913. — 4) A. Bach, 
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Zur Kenntnis des Mechanismus der Immunititserscheinungen. 


I. Mitteilung: 
Die Adsorption des Diphtherietoxins durch Meerschweinchen- und 
Rattenerythrocyten. 
Von 


B. Sbharsky. 


Aus dem biochemischen Institut des Kommissariats fiir Volksgesundheit 
in Moskau.) 


(Eingegangen am 11. Dezember 1925.) 


Auf Grund meiner Untersuchungen tiber die Adsorption von 
EiweiBabbauprodukten durch die roten Blutkérperchen gelangte ich (1) 
zu einer Hypothese, welche auf folgenden Tatsachen beruht. Die roten 
Blutkérperchen besitzen die Fahigkeit, nicht nur EiweiBabbauprodukte 
im allgemeinen, sondern auch Toxine zu adsorbieren. LEiner der 
wichtigsten Faktoren, die die Erkrankung eines Tieres durch ein be- 
stimmtes Toxin bedingen, ist in der Toxinmenge gegeben, welche durch 
die Erythrocyten dieses Tieres gebunden wird. 

Besitzen die Erythrocyten eines Tieres (z. B. des Kaninchens, des 
Meerschweinchens oder des Menschen) eine hohe Adsorptionsfahigkeit 
fir ein bestimmtes Toxin (z. B. Diphtherietoxin), so erkrankt das Tier 
bereits durch kleine Dosen und wird es als empfinglich bezeichnet. 
Ist dagegen die Adsorptionsfihigkeit gering (z. B. bei Ratten), so 
erkrankt das Tier auch nach groBen Toxingaben (Diphtherietoxin) 
nicht, es ist immun. Jede Substanz, die die Adsorption des Toxins 
dureh die Erythrocyten verringert, wirkt dadurch als Antitoxin. Diese 
Ansicht ist bereits im wesentlichen durch einige -xperimentelle Unter- 
suchungen bestatigt worden. 

So konnten wir in Gemeinschaft mit Michlin (2) feststellen, caB die 
Erythrocyten verschiedener Tierarten (Ratte, Kaninchen, Meerschweinchen, 
Pferd und Taube) die im Diphtherietoxin enthaltenen Eiwei8abbauprodukte 
nicht in gleichem MaBe adsorbieren. Es ergab sich, da8 das Blut der gegen 
Diphtherietoxin empfindlichsten Tiere die gréBten Mengen von LiweiB- 
abbauprodukten aus dem Toxin adsorbiert, und umgekehrt. Ordnet man 
die genannten Tierarten in eine Reihe nach dem Grad ihrer Empfindlich- 
keit gegen Diphtherietoxin, so bilden Ratte und Taube das erste und das 
letzte Glied der Reihe. Geordnet nach ihrer Fahigkeit, EiweiBabbauprodukte 
zu adsorbieren, ergaben die genannten Tiere genau die gleiche Reihe. 

In Gemeinschaft mit L. Subkowa (3) gelang es mir, zu beweisen, da8 
Chinin, welches die Adsorption der EiweiBabbauprodukte des Diphtherie- 
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toxins in vitro verhindert, zugleich antitoxische Eigenschaften aufweist 
Ein Gemisch von Diphtherietoxin und Chinin rief an Kaninchen bei sub. 


kutaner Einfiihrung keinerlei Vergiftungserscheinungen hervor, und ic 


Tiere blieben am Leben. 


Eine Bestitigung der von mir geiuBerten Hypothese kénnte dure): 
folgenden Versuch erbracht werden. Falls die Erythrocyten empfiing. 
licher Tiere ihre Adsorptionsfahigkeit in vitro beibehalten, so mu/ 
das Toxin nach Umschiitteln mit Erythrocyten solcher Tiere gréBten. 
teils durch die Blutkérperchen gebunden werden. Nach Abtrennen 
der Blutkérperchen soll das Toxin nunmehr als weniger toxisch oder 
vollstandig atoxisch erscheinen. Derartige Versuche sind voy 
N. Griasnow (4) vorgenommen worden. 

Griasnow versuchte zu ermitteln, ob bei meinen Versuchen lediglich 
die EiweiBabbauprodukte des Toxins oder daneben auch die toxischen 
Stoffe zur Adsorption gelangten. Zu 1 ccm Oxalatblut fiigte er eine solche 
Menge Diphtherietoxin hinzu, die eben noch imstande war, bei Tauben 
Nekrose hervorzurufen. Das Gesamtvolumen des Gemisches betrug 7 ccm. 
Das Gemisch wurde im Brutschrank stehengelassen und alsdann die Blut- 


kérperchen abzentrifugiert. Sowohl das Zentrifugat, wie die Blutkérperchen [ 


wurden, jedes fiir sich allein, Tauben injiziert. Es ergab sich, daB die Blut- 


kérperchen kein Odem verursachten, wihrend das Zentrifugat toxisch | 


blieb. Auf Grund dieser Versuche folgerte Griasnow, daB die von mir ent- 
deckte Eigenschaft der Erythrocyten sich nur auf die EiweiBabbauprodukte, 
nicht aber auf das Toxin bezieht. 


—— 


Vor kurzem sind von Litwarew (5) ahnliche Versuche angestellt | 


worden, die aber zu ganz anderen Ergebnissen fiihrten. 

Litwarew fand, daB die Erythrocyten von Tauben beim Schiitteln 
mit einer Lésung von Diphtherietoxin eine Bindung des Toxins be- 
wirken. Nach Abtrennung der Blutkérperchen durch Zentrifugieren 
stellte es sich heraus, da} das Zentrifugat seine Toxizitaét eingebiiBt hat 
Was die Blutkérperchen anbelangt, so brachte die Injektion derselben 
bei gegen Diphtherietoxin sehr empfindlichen Végeln Immunitat hervor; 
nach vorangehender Hamolyse wirkten dieselben Erythrocyten tédlich 

Mit Riicksicht auf die widersprechenden Ergebnisse der Versuche 
von Griasnow und Litwarew schien es mir von Interesse, die fragliche 
Erscheinung niher zu untersuchen. 

Bei seinen Versuchen scheint Griasnow das Verhiltnis zwischen 
der Erythrocytenmenge und dem Volumen der Toxinlésung schlecht 
gewihlt zu haben. Icem Oxalatblut (die Menge reinen Blutes ist 
folglich noch kleiner) enthalt eine sehr geringe Anzahl von Erythro- 
cyten. In einer friiheren Mitteilung (6) habe ich darauf hingewiesen, 
daB die Menge der adsorbierten EiweiBabbauprodukte der Zahl der 
Erythrocyten direkt proportional ist. In den Versuchen Griasnows 
konnte die kleine Quantitit von Erythrocyten (dazu noch in 7 ccm 
Gesamtlésung zerstreut) vielleicht ganz unbedeutende Mengen Toxi! 
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adsorbieren, so daB eine Veranderung des Verhaltens der Versuchs- 
tiere kaum zu erwarten war. 

Die von mir angestellten Versuche wurden nicht mit Vollblut, 
sondern mit isolierten Erythrocyten, von denen iiberdies gréBere 
Mengen verwendet wurden, vorgenommen. 

Um das Verhalten der Erythrocyten empfinglicher und immuner 
Tiere ein- und demselben Toxin gegeniiber zu erforschen, wurden unter 
vollstandig gleichen Bedingungen folgende Versuche mit den Erythro- 
cyten von Meerschweinchen und Ratten angestellt. 

Das Blut wurde dem Herzen der Meerschweinchen und Ratten 
entnommen. Um individuelle Abweichungen zu vermeiden, wurde das 
Blut mehrerer Meerschweinchen oder Ratten (10 bis 15 ccm) verwendet 
und in 1000 bis 1200 cem Kochsalzlésung tibertragen. Ich wihlte dieses 
Verfahren zur Isolierung der Erythrocyten, da beim Defibrinieren weniger 
befriedigende Resultate erzielt wurden. Das Gemisch wurde zentrifugiert. 

Die auf diese Weise gewonnenen Erythrocyten wurden an der 
Zentrifuge vier- bis fiinfmal bei 3500 bis 4000 Umdrehungen mit 
physiologischer Kochsalzlésung gewaschen. 

Nach dem Zentrifugieren wurden zwei Zentrifugierréhrchen mit 
gleichen Mengen Erythrocytenemulsion von Meerschweinchen und 
Ratten beschickt. In einer Reihe von Versuchen betrug die verwendete 
Erythrocytenmenge 4 bis 8cem. Den Erythrocyten wurden &alsdann 
je zwei tédliche Einheiten Diphtherietoxin in 2ccm physiologischer 
Kochsalzlésung hinzugefiigt. Das Gemisch wurde umgeschiittelt und 
1 Stunde im Brutschrank bei 37° stehengelassen. Alsdann wurden 
beide Réhrchen bei 3500 bis 4000 Umdrehungen 15 Minuten lang 
zentrifugiert. Das vollstindig klare Zentrifugat wurde abpipettiert. 

In jedem Versuch erhielten fiinf Meerschweinchen von gleichem 
Gewicht subkutane Injektionen: Zwei Meerschweinchen erhielten je 
leem Zentrifugat von Meerschweinchen- bzw. Rattenerythrocyten, 
zwei Meerschweinchen je 3ccm Erythrocyten (aus der Kappe der 
Réhrehen) von Meerschweinchen und Ratten und ein Kontrolltier 
leem (eine Todeseinheit) des urspriinglichen Diphtherietoxins. 

16 Versuche an je fiinf Meerschweinchen (im ganzen 80 Versuclis- 
tiere) ergaben folgende Resultate. 


Tabelle I. Meerschweinchen. 





Behandelt mit Zahl der |  Uberlebten die 
Erythrocyten von Versuchstiere | Kontrolitiere in Tagen 


{ 12 0 
2 —Il, 
—1 


Meer- 
schweinchen | 9 


5 
Ratten 16 ‘blieben am Leben 


Die Kontrolltiere gingen nach 3 bis 4 Tagen zugrunde. 
8* 
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Tabelle I]. 
Meerschweinchen mit Zentrifugat behandelt. 
— hes ayy Zahl der | Oberlebten die 
E vylbeayten vee Versuchstiere | Kontrolltiere in Tagen 


5 6 
Meer- 2 8.5 
schweinchen 4 
5 blieben am Leben 
Ratten 16 0 


Die Tiere, welche Meerschweinchenerythrocyten erhalten hatten, 
starben zur gleichen Zeit wie die Kontrolltiere, zum Teil sogar um 
1 bis 144 Tage friher. 

Die Meerschweinchen, denen Rattenerythrocyten injiziert wurden, 
blieben am Leben. 

Die Meerschweinchen, die Zentrifugat von Meerschweinchen- 
erythrocyten erhalten. hatten, iiberlebten die Kontrolltiere durch. 
schnittlich um 6 bis 10 Tage. Fiinf Meerschweinchen unter 16 blieben 
iiberhaupt am Leben. 

Die Meerschweinchen, denen Zentrifugat von Rattenerythrocyten 
injiziert wurde, starben zur gleichen Zeit wie die Kontrolltiere ; manchma! 
iiberlebten sie die letzteren um einige Stunden. 

Aus diesen Ergebnissen geht mit voller Klarheit hervor, daB die 
Erythrocyten von Meerschweinchen Diphtherietoxin adsorbieren, wiihrend 
den Rattenerythrocyten diese Eigenschaft fehilt. 

Die Adsorption von Toxin durch Erythrocyten des Meerschweinchens. 
die mit der Empfindlichkeit dieser Tiere gegen Diphtherie iibereinstimmt, 
und das entyegengesetzte Verhalten der Ratten bestdtigen also die von 
mir geduBerte Hypothese. 

Literatur. 

1) B. Sbarsky, diese Zeitschr 135, 30, 1923. — 2) B.Sbarsky und 
D. Michlin, ebendaselbst 141, 37, 1923. — 3) B. Sbarsky und L. Subkowa, 
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6) B. Sbarsky, diese Zeitschr. 141, 33, 1923. 
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Bemerkungen zu der Abhandlung von J. Tillmans und A. Alt 

.Uber den Gehalt der wichtigsten Proteinarten der Lebens- 

mittel an Tryptophan und ein neues Verfahren der Tryptophan- 
bestimmung*'). 


Von 
Otto Fiirth. 


(Eingegangen am 12. Dezember 1925.) 


Die unter obigem Titel im November in dieser Zeitschrift erschienene 
Abhandlung veranlaBt mich zu nachfolgenden Bemerkungen: 

1. Die genannten Autoren teilen mit, daB, wenn man ,,reine Trypto- 
phanlésung* oder eine solche von tryptophanhaltigem Eiwei8 mit einer 
Spur Formaldehyd und einem groBen Uberschu8 Schwefelsiure von 66 Proz. 
versetzt, allmahlich eine deutliche weingelbe Farbung eintritt, —— Sie 
bezeichnen dies als Entdeckung einer ganz neuen, fiir Tryptophan spezifischen 
EiweiBreaktion (S. 139). 

Demgegeniiber stelle ich fest, daB diese Reaktion, die sich ganz ahnlich 
auch abspielt, wenn man statt der konzentrierten Schwefelsiiure konzen- 
trierte Salzsiure anwendet, bereits im Jahre 1920 von mir und E. Nobel*) 
beschrieben worden ist: ,,Wir gingen anfangs derart vor, da8 wir den Nitrit- 
zusatz sogleich auf den Salzséurezusatz folgen lieBen und nun etwa eine 
halbe Stunde lang den Eintritt des Maximums der Fiarbung abwarteten. 
Spatere Versuche haben uns dariiber belehrt, daB es zweckméaBig ist, die 
mit Formaldehyd und Salzséure versetzte Reaktionsfliissigkeit nach gutem 
Durchmischen 5 bis 10 Minuten sich selbst zu iiberlassen. Dabei kiindigt 
sich der Ablauf der ersten Phase der Reaktion dem Auge durch Eintritt einer 
gelblichen Fadrbung an. Setzt man nunmehr Nitritlésung zu, so sieht man 
alsbald unter den zuflieBenden Nitrittropfen einen intensiv violettroten 
Farbenring auftreten‘‘... Ferner heiBt es in einer weiteren Abhandlung 
{mit F. Lieben*)], daB, wenn man eine mit Formaldehyd und konzen- 
trierter Salzsiure angesetzte Probe einige Zeit (mindestens 5 Minuten) 
sich selbst iiberlaBt, sich die erste Phase der Reaktion durch eine Gelbjdrbung 
bemerkbar macht. 

Die kolorimetrische Methode von Tillmans und Alt basiert demnach 
auf einer nicht von ihnen, sondern von mir und meinen Mitarbeitern zuerst 
beschriebenen Reaktion; sie kolorimetrieren die erste gelbe, wir die zweite 
violettrote Phase der Reaktion von Voisenet. 





1) Diese Zeitschr. 164, 135, 1925. 
2) O. Fiirth und E. Nobel, ebendaselbst 109, 110, 1920. 
3) O. Firth und F. Lieben, diese Zeitschr. 109, 126, 1920. 
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118 O. Fiirth: 


2. Der von den genannten Autoren geriigte Nachteil, daB es oft nicht : 


leicht ist, bei der Voisenetreaktion mit verschiedenen EiweiSkérpern gap: 
identische Farbenténe zu erzielen, ist von mir mit meinen Mitarbeiter) 
seit Jahren immer wieder betont worden. Es ware daher nur zu begriifen, 
wenn die erste gelbe Phase der Voisenetreaktion bessere Chancen fiir dic 
Kolorimetrie béte, als die zweite, violettrote (wobei ich jedoch bemerke, 
daB die Kolorimetrie auch ohne Blauglas bei einiger Cbung ganz gut méglici 
ist). Ob dies tatsichlich der Fall ist, werden nur Zusatzversuche mit reinen 
Tryptophan, welche bisher nicht vorliegen, entscheiden kénnen. 

3. In meiner Abhandlung mit Z. Dische') ist auf Grund zahlreicher, 
sorgfailtiger Versuche von uns der Nachweis erbracht worden, daB die in 
unseren friihesten Abhandlungen gefundenen Tryptophanwerte insgesamt 
infolge des von uns neu aufgedeckten ,,Wasserfehlers** etwa um ein Vierte! 
zu hoch gewesen sind, unsere alteren Angaben demnach korrigiert werden 
miissen. Es ist nun ein héchst befremdlicher Vorgang, wenn Tillman 
und Alt in ihrer Tabelle 8. 160, trotzdem ihnen die letzgenannte Arbeit 
bekannt gewesen ist, ihre Werte nicht mit den neuen Werten von Fiirt 
und Dische (bzw. mit dementsprechend korrigierten Werten), sondern mit 
den langst von uns als iiberholt bezeichneten alten Werten von Fiirth, 
Nobel und Lieben vergleichen. 

Tatsachlich ergibt eine richtige Nebeneinanderstellung (vgl. 8S. 284 
und 295!): 





Tilimans und Alt | Fiirth und Dische 


Eieralbumin ..... 1,24 18 
Wittepepton..... 4,27 4,0 
ae ee 1,60 17 
MolkeneiweiB .... 1,73 23 


Die Ubereinstimmung ist ganz leidlich, um so mehr, als das kaufliche 
sogenannte Eiereiweif und das Molkeneiweif ja sehr wechselnde Mengen 
der etwa 3 Proz. Tryptophan enthaltenden Globuline enthalten. Es wird 
nétig sein, eine gréBere Zahl ganz reiner, woméglich wasserléslicher Proteine 
nach beiden Methoden zu vergleichen. 

Stellt man ferner den Werten der Tabelle von Tillmans und Alt (8. 160) 
die (nach Fiirth-Dische) um ein Viertel ihres Betrages verminderten Betrage 
von Fiirth, Nobel und Lieben gegeniiber, so zeigt sich auch hier meistens 
leidliche Ubereinstimmung : 





Tillmans und ait | Firth, Lieben 


korrigiert 
a a na. is 13 17 
Hollander Kase 1,54 15 
Limburger Kase . 1,45 15 
Handkase : 1,58 15 
Weizenglobulin . 2.5 2.4 
Hordein..... 2 oy 1,0 1,3—1,4 
Gliadin (Roggen). . . | 0,64 05 
Cg a a ca 0 ed 11 13—1,4 
Bohnen ....... 1,93 15 
Linsen. . . H 1,35 18 


1) O. Firth und Z. Dische, diese Zeitschr. 146, 275, 1924. 
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Unsere alte Zahl fiir MolkeneiweiB der Frauenmilch ist zu streichen, 
da es sich spéter herausgestellt hat, daB es sich um einen groben Kolori- 
metriefehler, verursacht durch Fetttriibung, gehandelt hat. 

Es bleiben daher nur wesentlichere Diskrepanzen bei Weizen-, Roggen- 
und Reismehl, beim Weizengliadin und mehreren Getreideglobulinen, bei 
welch letzteren die sehr niedrigen Zahlen der Autoren Zweifel erregen miissen. 

Auch mache ich noch darauf aufmerksam, daB einige weitere Werte 
von Firth und Dische gut mit denen von May und Rose iibereinstimmen, 
deren Methode die Autoren als ganz zuverlissig anerkennen: 





May und Rose Fiirth und Dische 


Lactalbumin..... 24 23 
ee So Se uN 15 1,7 


Nun halten sich aber Tillmans und Alt fiir berechtigt, unsere 
Methode in folgender Weise abzuurteilen, wobei sie sonderbarerweise immer 
wieder von der alten, iiberholten Methode Fiirth-Nobel reden (S. 138): 
..Dieselbe erméglicht zwar eine gewisse Orientierung und in einzelnen Fallen 
auch eindeutige Werte. Fiir die Mehrzahl der Proteine jedoch stehen die 
vefundenen Resultate in gar keinem Verhaltnis zu dem _ tatsiachlichen 
Gehalt an Tryptophan“, ferner 8.161: ,,Die Methode Fiirth und Nobel 
ist als quantitative Methode auszuschalten.* 

Ich halte dieses Urteil fiir vollsténdig unberechtigt und lege dagegen 
ernste und energische Verwahrung ein. 

DaB die Tryptophanbestimmungsmethode auch in der verbesserten 
Form, die ihr meine und meiner Mitarbeiter langjahrigen Bemiihungen 
gegeben haben, noch lange nicht frei von Mangeln ist, habe ich bei jeder 
Gelegenheit in unzweideutiger Weise betont, und ich werde es sicherlich 
mit groBer Freude begriiBen, wenn sich aus dem von uns als quantitative 
Methode begriindeten Voisenetverfahren durch irgend eine zweckentsprechende 
Modifikation, sei es der angewandten Saure oder des Oxydationsmittels, 
oder des angewandten Aldehyds — oder vielleicht auch durch Kolori- 
metrierung der gelben ,,Yorfarbe“ nach Tillmans und Alt, ein tatsachlicher 
Fortschritt entwickeln sollte. — Zu der Feststellung eines solchen werden 
aber natiirlich nicht Analysen von Nahrungsmitteln geeignet sein, sondern 
in mannigfacher Weise variierte Bestimmungen (etwa so, wie wir den 
Tryptophangehalt des Fibrins und Caseins seinerzeit in ausgedehnten 
Versuchsreihen ermittelt haben), vor allem aber auch Zusatzversuche mit 
reinem Tryptophan. 
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Zur Magensalzsiurebildung aus den Chloriden des Blutes. 


Von 


Johann Mosonyi. 
(Aus dem physiologischen Institut der Universitat in Budapest.) 


(Eingegangen am 14. Dezember 1925.) 


In den Deckzellen der Magenschleimhaut wird waihrend der Ver. 
dauung aus dem fast neutral reagierenden Blute eine starke anorganische 
Saure, Salzsiure, gebildet. Zur Bildung dieser Siure werden vom 
Organismus die Chloridverbindungen des Blutes und in erster Reihe 
das Kochsalz verwendet. Zur genaueren Untersuchung dieser Frage 
und um iiber die Art und Weise der chemischen Vorginge irgendwelche 
Aufschliisse zu gewinnen, wurde im Blutserum mehrerer Kaninchen 
vor und nach der Fiitterung der Chloridgehalt bestimmt. 

Die Versuchstiere wurden 12 Stunden lang im Stoffwechselkifig 
ohne Wasser- und Nahrungsaufnahme gehalten, wonach aus einer, nach 
Einreibung mit einem xylolhaltigen Wattebausche erweiterten Haut- 
vene 5ccem Blut genommen wurden. Danach fiitterte ich die Tiere und 
nahm 2 Stunden nach der Fiitterung mit demselben Verfahren noch- 
mals 5 ccm Blut, worauf ebenfalls nach 2 Stunden eine dritte 
Blutentnahme folgte. In letzterem Falle wurde das Blut nur immer 
von einem Tiere untersucht. 

Der Chloridgehalt wurde in allen Blutproben mit dem von 
Rusznyak (1) beschriebenen Mikroverfahren bestimmt. Ich hielt mich 
wohl nicht eng an die Vorschriften des Autors, konnte aber doch genaue, 
tibereinstimmende Resultate erhalten. Statt der Ernstschen Pipetten 
gebrauchte ich einfach eine mit Quecksilber kalibrierte, 0,1 ccm fassende 
Pipette. Brachte die abgemessene 0,1 ccm Serummenge, nachdem 
das durch das Aufsaugen an der Pipette auBen anhaftende Serum mit 
Léschpapier abgesaugt wurde, in einen kleinen Erlenmeyerbecher. Die 
Pipette wurde mit etwa 10 bis 15 ccm Wasser durchgewaschen. Dann 
fiigte ich 2 cem n/100 Ag N O,-Lésung und 5 bis 6 Tropfen konzentrierte 
HNO, hinzu und erhitzte vorsichtig am Drahtnetz. Wahrend der 
Erhitzung geschah durch Zusatz einiger Tropfen KMn0O,-Lésung 
die Oxydation des EiweiBes. Sobald sich das Hypermangan nicht mehr 
entfarbte, verwendete ich eine starkere Flamme und erhitzte die Lésung 
bis zum Sieden 5 Minuten lang. Das Nichteinhalten besonders der 
5 Minuten dauernden Erhitzung wirkt beim Titrieren stérend. Zuletzt 
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J. Mosonyi: Magensalzséurebildung aus den Chloriden des Blutes. 12] 


wurde die gelbbraune Fliissigkeit durch Zusatz einiger Tropfen einer 
Glucoselésung entfirbt. Nach Abkihlung titrierte ich mit n/100 
Ammoniumrhodanid und Ferriammoniumsulfat (konzentrierte wisserige 
Lésung) als Indikator. 

Schon kurz nach der Nahrungsaufnahme tritt die Salzsiure- 
sekretion ein, und erreicht nach 2 Stunden den héchsten Grad, weshalb 
die zweite Blutentnahme 2 Stunden nach der Fiitterung geschah. Da 
sich die Salzsiure aus den Chloridverbindungen des Blutes bildet, muB 
sich der Chloridgehalt des Blutes nach Salzsiuresekretion verringern. 
Wie aus der Tabelle ersichtlich, sind die im Hungerzustande erhaltenen 
Chloridwerte bedeutend gréBer als jene nach Nahrungsaufnahme. Die 
Differenz schwankt zwischen 6 bis 10 Proz. 

Die im Hungerzustand gefundenen Chloridwerte sind etwas héher 
als die von verschiedenen Autoren in der Literatur beschriebenen 
Werte, welche Erscheinung aber héchstwahrscheinlich nur die Folge 
einer geringeren Bluteindickung ist, die von der 12stiindigen Nahrungs- 
und Fliissigkeitsentziehung herriihrt. In der 4 Stunden nach der 
Fiitterung entnommenen Blutprobe fand ich denselben Chloridgehalt, 
wie in 2 Stunden nach der Nahrungsaufnahme. 





Na-Cl-Gehalt| NaClGehalt | NaCl-Gehalt Prozentuale 
| Differenz 


in 100 ccm in 100 com in 100 com NaCl. NaCl. gwieches den 


Serum Serum Serum Differenz Differenz gebildeten 
vor der 2 Stunden nach 4 Stunden nach | COgWerten 
vor und nach 


| Verdauung der Verdauung | der Verdauung | Proz. | der Verdauung 


o 
6 
_ 
3 
g 
« 
< 





1 ‘ Gruppe: 

0.7020 0,6142 — 12.5 9,7 
0,6610 0.6435 10,3 94 
0,6493 _ 75 12,9 
0,7020 — 2.4 10,6 

2. Gruppe: 
0,6493 8.8 — 
0.6084 14,7 9.2 
0.5967 22.2 
0,6435 . ris — 
0,6142 >” 18 


0,6084 65 8,6 
0.6610 | 42 | 4,3 

0,6727 0,6025 (104 
0,7137 0,6552 | 82 7,7 
7020 0.6376 | | ol 7,0 


0,6318 6,1 12 
06376 6.7 

0.6493 $ 3.5 48 
0,6435 99 
0.6318 | 
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122 J. Mosonyi: 


DaB die Verminderung des Chlorgehalts des Blutes wiihrend de: 
Verdauung nicht etwa durch Hydrimie zustande kommt, beweist 
auch die Erhéhung des gebundenen Kohlensaiurewertes (siehe spiiter), 
welcher sich im Falle einer Hydrimie ebenfalls. erniedrigen miBte. 

Bei demselben Versuchstier und in denselben Blutproben be. 
stimmte H. Tangl (2) mit dem Barcroftschen Apparat den gebundenen 
Kohlensauregehalt des Blutes. Von diesen Resultaten nahm ich in 
meiner Tabelle nur die perzentuellen Differenzwerte, die sich zwischen 
den vor und nach der Nahrungsaufnahme durchgefiihrten Kohlen- 
siurebestimmungen ergaben, auf. Nach diesen Versuchen vermelhrt 
sich bedeutend wihrend der Verdauung der gebundene Kohlensiure- 
gehalt des Blutes. Diese Versuchsergebnisse méchte ich in spiiteren 
Ausfiihrungen anwenden. 

Uber die Art und Weise der Salzsiurebildung sind die Anschauungen 
noch sehr abweichend und gréBtenteils unbewiesen. 

Nach Briicke (3) diirfte das NaCl in Anwesenheit von NaHCO, durch 
die Sekretionsnerven elektrolytisch gespalten werden, wodurch Na,CO, 
und HC] entsteht. NaHCO, + NaCl = Na,CO,+ HCl. Die Briicksche 
Anschauung wird von Ralje (3) mit folgendem Versuch unterstiitzt. Eine 
U-férmige Réhre wird in der Mitte mit einer tierischen Membran auf zwei 
Teile geteilt. Gibt man auf die eine Seite NaCl-, auf die andere eine Na HCO,- 
Lésung und leitet schwachen elektrischen Strom hindurch, so entsteht 
an der Seite der Kathode alkalische und an der Seite der Anode durch 
Bildung von Salzséiure saure Reaktion. Gamgee hielt diese Theorie lediglich 
fiir eine Hypothese, da die genannten Autoren zur Durchfiihrung dieser 
Spaltung solche Kriaifte annehmen, welche eigentlich nicht nachweisbar 
sind. Maly (3) nimmt an, daB8 die alkalische Reaktion des Blutes von den 
sauren Salzen, und zwar vom NaHCO, und Na,HPO, herriihrt. Durch 
die Einwirkung der im Blute immer im Uberschu8 anwesenden Kohlensaure 
auf das Na,HPO, ontsteht NaH,PO, Na,HPO, + CO, + H,0O 
= NaHCO, + NaH,PO,. Das NaH,PO, reagiert dann mit NaCl, wo- 
durch sich neuerlich Na,H PO, und HC! bildet. Nach Maly verlauft diese 
Reaktion im Blute, und da die Salzsaéure eine gréBere Diffusionsfaihigkeit 
besitzt wie andere Sauren, diirfte sie von den Magendriisen leicht sezerniert 
werden. 

Gamgee (3) anderte die von Maly vertretene Anschauung insofern 
ab, daB er den Deckzellen der Magenschleimhaut hinsichtlich einiger 
Salze, wie Na, KCl und Phosphaten eine elektive Absonderungsfahigkeit 
zuschreibt, und die obgenannte chemische Reaktion geht nach ihm 
selbst in den Zellen vor sich. Diese abgeinderte Theorie ist auch mit 
den unsrigen experimentellen Ergebnissen in voller Ubereinstimmung. 
Es diirfte nur noch jener Umstand betont werden, daB zum Ablauf 
dieser chemischen Reaktion sich die CO,-Konzentration bedeutend 
erhéhen muB. CQO, enthalt das Blut stets im UberschuB, damit aber 
die Reaktion zur Salzsiurebildung fire, ist eine héhere Kohlensaure- 
konzentration nétig, welche von dem nach Nahrungsaufnahme ge- 
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Magensalzsiurebildung aus den Chloriden des Blutes. 123 


steigerten OxydationsprozeB der Magendriisenzellen (auf nervésem 
Wege) herrihrt. 

Nach der chemischen Gleichung wird ebensoviel Salzsiiure wie 
Na HCQ, gebildet, mit anderen Worten, in dem Mabe sich der Chlorid- 
vehalt des Blutes verringert, mub die NaHCO,-Konzentration steigen. 
Rechnet man aber die gefundenen Kubikmillimeter CO,-Werte auf 
NaHCO, um, so kann dieser Parallelismus nicht. genau nachgewiesen 
werden, da die wahrend der Verdauung gebildete NaHCO,-Menge 
viel kleiner ist, als nach der fehlenden Chloridmenge zu erwarten 
wire. Da aber 2 Stunden nach der Nahrungsaufnahme die sekretorische 
Tatigkeit des Pankreas auch schon begonnen hat, ist es leicht ver- 
standlich, daB der fehlende Teil des NaHCO, schon gewib im Darm 
abgesondert wurde. Dies diirften auch die Befunde von Bennet und 
Dodds (4) beweisen. Die Autoren untersuchten den EinfluB der Ver- 
dauung auf die alveolare CO,-Tension und haben sie wihrend der Ver- 
dauung erhéht gefunden. Nach der Gleichung, da bei HCI-Bildung 
die NaHCO,-Konzentration des Blutes steigt, verringert sich voriiber- 
gehend die Hydrogenionenkonzentration. Die verringerte Cy wirkt 
aber reizvermindernd auf das Atemzentrum, worauf der Organismus, 
um die schwache Alkalose zu kompensieren und um Kohlensiure zu 
retinieren, die Atemziige verringert. Nach Bennet und Dodds ist die 
alveolare CO,-Tensionserhéhung proportional der im mittels Magen- 
sonde ausgeheberten Mageninhalt bestimmten Magensiure und mui 
deshalb der gebildeten NaHCO,-Menge ebenfalls proportional sein. 

Folgenderweise muBte auch die wihrend der Verdauung entstandene 
NaCl-Differenz dem gleichfalls gebildeten NaHCO,-Plus entsprechen, was 
aber nur darum nicht nachgewiesen werden konnte, da die begonnene 
Pankreassekretion einen Teil des NaHCO, schon abgesondert hat. Kesiner 
und Plaut (5), die waihrend der Verdauung die Verringerung der Hydrogen- 
ionkonzentration nachweisen konnten, haben beim Beginn der Pankreas- 
sekretion eine Verschiebung der Blutreaktion nach der sauren Seite ge- 
funden. Gamgee hilt wohl die Malysche Theorie fiir wahrscheinlich, gibt 
aber doch einer anderen Anschauung den Vorzug. Er nimmt an, da8 die 
Deckzellen der Magenschleimhaut eine Elektivitat fiir gewisse Salze be- 
sitzen, und, auf die Untersuchungen von Carl Schmidt sich stiitzend, der 
im Mageninhalt neben HCl, K, Na und Ca-Chloride, weiterhin Ca- und 
Mg-Phosphate nachweisen konnte, diirfte nach ihm die Salzsiurebildung 
nach folgender Gleichung ablaufen: 2 Na,HPO, + 3 CaCl, = Ca,(PO,), 
+ 4NaCl+ 2HCl. Nach dieser Anschauung kénnte aber die Erhéhung 
der locker gebundenen Kohlensdurekonzentration nicht erklirt werden, 
und ferner nicht jene neueren Untersuchungen, die von Bennet und Dodds, 
Kestner-Plaut und von vielen anderen angestellt wurden, und welche die 
Erhéhung der alveolaren Kohlensauretension und Hydrogenionkonzen- 
trationsverminderung des Blutes nachweisen konnte. 

Voriibergehend kénnte der locker gebundene Kohlensauregehalt des 
Blutes auch derart zustande kommen, da®8 die durch die intensive Magen- 
driisenfunktion entstandene Kohlensaiure das zur NaH CO,-Bildung nétige 


seine ae 


> 

















124 J. Mosonyi: Magensalzsaéurebildung aus den Chloriden des Blutes. 


Alkali von der Eiwei$-Alkaliverbindung nimmt. Da aber dieser Vorgany 
zu einer Erhéhung der Hydrogenionkonzentration fiihrt, diirften sich die 
Atembewegungen nicht vermindern, es kiime sogar eine Beschleunigung 
der Atemtatigkeit zustande, wodurch dann die Kohlenséure durch die 
Lungen rasch entfernt und die NaHCO,-Verbindung sich wieder auflésen 
wiirde. Da8S im Blute auf diese Weise eine nachweisbare gréBere, locker 
gebundene Kohlenséurekonzentrationserhéhung wirklich nicht zustande 
kommt, bestitigen die Befunde der klinischen Untersuchungen von Bennet 
und Dodds, die bei hyp- und anaciden Kranken, obwohl Magensaftsekretion, 
also Driisentatigkeit und dadurch CO,-Bildung nicht fehlen, die alveolare 
CO,-Tension kaum oder iiberhaupt nicht erhéht fanden. Ware aber das 
Blut alkalisch, so miiBte auch die alveolare Kohlensiurespannung unbedingt 
erhéht sein. 

Der NaHCO,-Gehalt des Blutes kann sich also nur auf die Weise 
vermehren, da®8 durch die Spaltung des Kochsalzes ins Blut ein Alkali- 
iiberschuB gerat, welcher, im Falle die Salzsiurebildung nach der Gamgee. 
schen Theorie abliefe, im Blute nicht vorhanden ware, und infolgedessen 
wire weder gebundene Kohlenséiurevermehrung noch alveolare Kohlen- 
séuretensionserhéhung und Hydrogenionkonzentrationsverminderung nach- 
weisbar. 

Von Hollo und Weisz (6) wurde eine in 2 Minuten durchfiihrbare 
kolorimetrische Methode zur Bestimmung der alveolaren CO,-Tension 
beschrieben. Dieses Verfahren diirfte zur Diagnose der Magensekretions- 
anomalien dienen. Die Autoren erwahnen weiterhin, daB diese Untersuchung 
nicht bei allen Kranken durchfiihrbar ist, da sich der Kranke wahrend 
der Untersuchung in vollstandiger Ruhe befinden mu8, was aber bei 
neurasthenischen Kranken nicht zu erreichen ist. Dieser Umstand ver- 
anlaBte mich, die Befunde dieser Experimente in den Dienst der praktischen 
Medizin zu stellen. Wie von vornherein zu erwarten ist, wird sich der 
NaCl-Gehalt des Blutes den verschiedenen Sekretionsanomalien gemal 
in verschiedenem Ma8e veraindern. Die klinischen Untersuchungen sind 
im Gange. 

Zusammenfassung. 


Da die Magensalzsiure aus den Chloriden des Blutes entsteht, 
mu sich die Menge dieser Salze nach Magenverdauung verringern. 
Mit Hilfe der Versuchsergebnisse von Tangl kann von den Theorien, 
die sich mit dem chemischen Verlauf der Magensalzsiurebildung be- 
fassen, nur jene als héchstwahrscheinlich angesehen werden, welche 
mit der Erhéhung des Bicarbonatgehalts des Blutes vereinbar ist 
(Malysche Theorie). 

Literatur. 

1) Rusznyak, diese Zeitschr. 142, 23, 1920. —- 2) H. Tangl, Magyar 
Orv. Arch. 5, 1925. — 3) Gamgee, Chemie d. Verd., 8. 121. Leipzig 1897. — 
4) Bennet und Dodds, Journ. of Phys. 54 u. 55; Brit. Journ. of exper. 


pathol. 2; Intern. Journ. of gastroent. 1921 u. 1922. — 5) Kestner und 
Plaut, Pfliigers Arch. 205, 43, 1924. — 6) Hollo und Weisz, Klin. Wochenschr. 


1, 343, 1924. 
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Versuche zur Theorie der aceton-ithylalkoholischen Girung. 
Von 
Stefan Bakonyi, Budapest. 
(Eingegangen am 14. Dezember 1925.) 


Die aceton-ithylalkoholische Giarung besteht darin, daB Starke 
oder Zucker durch den Bacillus macerans') und Bacillus acetoaethylicus*) 
zu Aceton und Athylalkohol vergoren werden. Nach meinen mehr- 
jabrigen Laboratoriums- und Betriebsexperimenten sei der typische 
Verlauf der Girung im folgenden geschildert: 

Die Rohstoffe werden unter Zugabe von etwas Schlemmkreide 
(etwa 10 Proz. der vorhandenen Starke oder Zucker) mit Wasser soweit 
verdiinnt, daB die Konzentration der Starke 4 bis 5 Proz. ausmacht. 
Die Maische wird unter 1,5 bis 2 Atmosphiren Druck 1 bis 2 Stunden 
lang sterilisiert und mit einer absoluten Reinkultur des b. macerans 
oder B. acetoaethylicus infiziert. Die Temperatur wird zwischen 40 bis 
42°C gehalten. Nach 12 bis 14 Stunden setzt die Giarung ein, wobei 
CO, und H, (58 : 42 Vol.-Proz.) entweichen. Nach 150 bis 170 Stunden 
ist die Starke oder der Zucker vergoren. Die durch Destillation ge- 
wonnenen Girprodukte bestehen aus !/, Acéton und 2/, Athylalkohol, 
nebst kleinen Mengen von Fuselélen. In der Schlempe bleiben kleine 
Mengen von essigsaurem und ameisensaurem Kalk zuriick. Die Aus- 
beute betrigt etwa 40 Gewichtsprozente der angewandten Starke. 
Wird die Konzentration der Starke erhéht, so fallt die Gesamtausbeute 
und das Aceton-Alkoholverhaltnis wird zugunsten des Acetons bis 
zu 1:1,8 bis 1:1,6 verschoben. Wird dagegen die Konzentration 
erniedrigt, so erhéht sich die Gesamtausbeute und das Aceton-Alkohol- 
verhaltnis wird zugunsten des Alkohols verschoben. 

Da das Hauptprodukt der Garung Athylalkohol ist, kann von 
vornhereia eine weitgehende Analogie zwischen aceton-ithylalkoholischer 
und rein athylalkoholischer Garung vermutet werden. Vergegen- 


1) Schardinger, Zentralbl. f. Bakteriol., Il. Abt., 14, 772; 19, 161. 

2) Northrop, Asche and Morgan, Journ. of Industr. and Engin. Chemistry 
11, 723—727; Peterson, Fred and Verhulst, ebendaselbst 18, 757—759; 
Arzberger, Peterson and Fred, Journ. of biol. Chem. 44, 465——479. 
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126 St. Bakonyi: 


wiartigen wir uns die zentrale Rolle des Acetaldehyds in der Neubery- 
schen Girungstheorie'), so miissen wir zuerst fragen, ob Acetaldehy« 
als Zwischenprodukt der aceton-ithylalkoholischen Garung erwiesen 
werden kann. Nach folgenden Versuchen muB diese Frage bejaht werden, 


1. Vergirung des Acetaldehyds. 


Da die genannten Bazillenarten gegen Chemikalien auBerst emp. 
findlich sind, wird Acetaldehyd tiber 0,3 Proz. nicht gut vertragen 
Zu einer sterilen Maische aus 200g Maismehl (etwa 118 g Starke ent. 
sprechend), 20g Schlemmkreide und 2800 g Leitungswasser wurden 
10 g frisch destillierten Acetaldehyds gegeben und wie iiblich vergoren. 
Untenstehende Tabelle zeigt die Ergebnisse dieser Versuche und der 
gleichzeitig angesetzten Kontrollversuche (ohne Acetaldehyd). 





ns Kontrollversuche Hauptversuche Mehrertrag 
e ee ORG TE) BR * 


Aceton Alkohol Aceton Alkohol Aceton Alkohol 





15,88 | 31,67 19,11 37,83 3,23 6,16 
15,81 31,82 19,24 7,76 3.43 5.94 
15,90 | 31,59 19,27 37.79 || 337 6.20 
15.78 | 31,63 19,02 38,11 3,24 6.48 
15,85 | 31,65 19,95 37,84 3,10 6,19 


Acetaldehyd ist also vollstindig vergdrbar. 


2. Abfangen des Acetaldehyds mittels Sulfit. 


Zur unter 1. angegebenen Maische wurden 0,6 bis 1 Proz. NaHSO, 
gegeben. 





Kontroliversuche Hauptversuche 
Nr. ' —_—— — —| Acetaldehyd 
| Aceton Alkohol Aceton Alkuhol 





15,70 | 31,70 13,60 | 27,63 6,25 
15,68 31,77 13,62 | 27,69 6,30 
15,75 31,86 13,45 27,76 6,31 
15,66 31,72 13,67 27,50 6,20 
15,60 31,99 13,50 27,77 6,34 


Der Ertrag an Acetaldehyd entspricht dem Minderertrag an Aceton 
und Athylalkohol. 


1) Neuberg, Monographie, Jena 1913; und in Oppenheimers Handb. 
d. Biochem. 2, 1924 (2. Aufl.). Nach der modernsten Auffassung: C,H,0; 
+ H,O-+C,H,,0,— 2CH,OH.CHOH . CHO (Glycerinaldehyd; daraus 
durch Methylglyoxal oder Glycerinsiure) > 2 CH,.CO.COOH + 2H, 
(Brenztraubensaéure und ,,disponibler‘‘ Wasserstoff) > (Decarboxylierung) 
2CH,.CHO + 2CQ,. 
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Diese Versuche beweisen eine vollstindige Analogie mit der 
ithylalkoholischen Garung bis zum Acetaldehyd. Im weiteren Verlauf 
der Girung kann das 3 C-atomige Aceton aus dem 2 C-atomigen Acet- 
aldehyd durch einen KondensationsprozeB, und zwar durch Aldol- 
kondensation 


2CH,.CHO + CH,.CHOH .CH,.CHO 
entstehen. Diese Méglichkeit wird dadurch bestatigt, daB Acetaldol 


vollsténdig vergdrbar ist. In den folgenden Versuchen wurde der iiblichen 
Maische 10g Acetaldol zugegeben. 





Kontrollversuche 


Hauptversuche 
Aceton Alkohol Aceton Alkohol Aceton Alkohol 


Mchrertrag 


15,65 31,45 18,52 37,61 2.87 6,16 
15,60 31,38 18,79 37.74 2.79 6,36 
15,60 31,43 18.76 37,59 3.16 6,16 
15.61 31.27 18,70 37.80 3.09 6.53 
15,72 31,43 18,59 37.71 3,87 6.28 


Uber den weiteren Verlauf der Girung kénnen verschiedene Hypo- 
thesen aufgestellt werden. Nach der Newbergschen allgemeinen Garungs- 
tabelle!) wird die Entstehung des Acetons aus Acetaldol folgender- 


maBen vorgestellt: 


CH,.CHOH.CH,.CHO— CH,.CHOH.CH,. COOH 
Acetaldol 8-Oxybutterséure 
—~ CH,.CO.CH,.COOH — CH,.CO.CH, + CO,. 
Acetessigsaure Aceton 


Indessen ist die Vergiirung der £-Oxybuttersiure nicht gelungen. 
AuBerdem ist die stufenweise Oxydation des Acetaldols in Gegenwart 
von naszierendem Wasserstoff, wenn auch nicht geradezu unmdglich, 
doch wenig wahrscheinlich. Auch bleibt die Frage: warum Aceton 
und Athylalkohol im nahezu fixen Verhiltnis 1:2 entstehen, un- 
beantwortet. Man diirfte von einer Hypothese tiber Aldolvergirung 
auch eine Erklirung dieses nahezu fixen Verhaltnisses erwarten. 

In der Entriatselung der erwaihnten Frage gibt folgende Erfahrungs- 
tatsache einen wertvollen Fingerzeig: Essigsaurer Kalk ist vollstindig 
vergarbar. Dabei entsteht ausschlieBlich Aceton. Folgende Versuche 
wurden unter Zugabe von 20 g reinstem essigsauren Kalk vorgenommen. 


1) Zitiert nach Euler-Lindner, Chemie der Hefe und der alkoholischen 
xarung, 8. 178. 
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Kontrollversuche Hauptversuche Mehrertray 
Aceton | Alkohol Aceton Alkohol Aceton 





15,83 31,85 31,68 
15,89 32,01 31,73 
15,75 31,58 31,80 
15,70 31,58 31,69 
15,79 31,78 31,72 


Da 1 Mol essigsaurer Kalk 1 Mol Aceton entspricht, wire ein 
Mehrertrag von 7,34g Aceton zu erwarten, in vorziiglicher Uberein. 
stimmung mit obiger Tabelle. 

Diese Versuche, in Vereinigung mit der Tatsache, daB essigsaurer 
Kalk bei jeder Acetongirung nachweisbar ist, legen die Vermutung 
nahe, daB Essigsdure eine Zwischenstufe der Acetonbildung darstellt. 
Es scheint nicht unwahrscheinlich, daB Acetaldol unter Aufnahme 
von einem Molekiil Wasser in Athylalkohol und Essigsiure gespalten 
wird (Cannizarosche Reaktion) 


H 
CH,.CHOH.CH,.CHO + H,O+CH,.CHOH.CH,.C.OH 
OH 
+ CH,.CH,OH + CH,.COOH. 


Diese Reaktion ist vollstindig analog der Dismutation des 
Acetaldehyds nach der zwetten Vergdrungsform Neubergs. Die Essig- 
siure wird durch die vorhandene Kreide gebunden und der essigsaure 
Kalk, wie oben festgestellt, zu Aceton vergoren. 

Nach dieser hypothetischen Dismutation des Acetaldols entstehen 
2 Mol Athylalkohol auf 1 Mol Aceton. Dies bedeutet ein Aceton- 
Alkoholverhaltnis von 1 : 1,57, was bei erhéhten Maischkonzentrationen 
sehr nahe erreicht wird. Bei iiblichen Konzentrationen, wie oben, darf 
angenommen werden, daB ein Teil des Acetaldehyds durch den vor- 
handenen naszierenden Wasserstoff zu Athylalkohol reduziert wird. 

Das volistandige Bild der Girung ist also folgendes: Ein kleiner 
Teil des Acetaldehyds wird durch den disponiblen Wasserstoff zu Athy/l- 
alkohol reduziert. Zum iiberwiegenden Teile wird er aber zu Acetaldol 
kondensiert und dieses zu Athylalkohol und Essigstiure dismutiert. 
Essigsdure vergdrt weiter zu Aceton. Infolge der Aldolkondensation 
wird ein groBer Teil des disponiblen Wasserstoffs frei und gelangt in 
die Girgase. Die Quelle der Kohlensiure ist teilweise die Decarboxy- 
lierung der Brenztraubensiure. teilweise die Reaktion zwischen Essig- 
saure und Kreide nebst Vergiarung des entstandenen essigsauren Kalkes. 
Die Girungsgleichung gestaltet sich folgendermaben: 


2C,H,.0; + 4H,O + 2C,H,OH + CH,.CO.CH, + 5CO, + 4H, +H,0. 
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Die antagonistische Wirkung des Insulins 
und des Hypophysenhormons auf den Wasserhaushalt. 


Von 
D. Adlersberg. 


(Aus der I. medizinischen Universitatsklinik in Wien.) 
(Eingegangen am 17. Dezember 1925.) 


In einer diesen Titel tragenden Arbeit geben Serebrijski und Vollmer') 
unter anderem auch an, daB Insulin die diuretische Wirkung reichlicher 
peroraler Wasserzufuhr hemmt. Die Autoren berufen sich dabei auf 
friihere eigene Untersuchungen*) und beschiiftigen sich in dieser 
Mitteilung besonders mit der kombinierten Wirkung von Pitu- 
glandol und Insulin auf die Diurese. Im folgenden soll nur zur Frage 
der Beeinflussung der Diurese beim normalen Menschen und beim 
Blasenfistelhund durch Insulin Stellung genommen werden, und zwar 
auf Grund von Untersuchungen, die nach ahnlichen Uberlegungen 
vor 2 Jahren ausgefiihrt wurden. Von einer Fortsetzung und Publikation 
der Versuche wurde damals mangels einheitlicher Ergebnisse abgesehen. 

Die Versuchsanordnung gestaltete sich bei drei normalen Versuchs- 
personen derart, da in einem Intervall von 2 Tagen zweimal der V olhard sche 
Wasserversuch ausgefiihrt wurde. Der erste Versuch diente als Kontrolle, 
im anderen wurde Insulin injiziert, und zwar 10 bis 20 Einheiten des auch 
sonst verwendeten Insulins Wellcome. In zwei von diesen Fallen wurde 
dem Insulinversuch ein zweiter Kontrollversuch angeschlossen. Bei zwet 
anderen normalen Versuchspersonen modifizierten wir die Versuchs- 
anordnungen, indem wir stiindlich in der Zeit von 6 bis 12 Uhr vormittags 
auf niichternen Magen je 200 ccm Wasser trinken lieBen. Auch hier folgte 
einem Kontrollversuch nach 2 Tagen ein Insulinversuch. In diesen fiinf 
Versuchsreihen bewirkte das Insulin dreimal eine deutliche Diuresehemmung, 
in zwei Versuchsreihen war aber eine diesbeziigliche Wirkung nicht vor- 
handen. Zur Illustration mégen zwei Versuchsreihen dienen (Tabellen [ 
und IT). 


1) Diese Zeitschr. 164, 1, 1925. 
*) Ebendaselbst 158, 366, 1925. 
Biochemische Zeitschrift Band 169. 
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Tabelle I. 
Normaler interner Befund. 





Zeit 


6—7h 
7—8 
8—9 
9—10 
10—11 
11—12 
12—1 


Wasserzufuhr wie oben. 


6—7h 
7—s 
8—9 
9—10 
10—11 
11—12 
12—1 


Harnmenge 


Spezifisches 
Gewicht 


5. XII. 1923. Kontrollversuch, 


6 bis 12h stiindlich 200 cem Wasser per os (niichtern). 


170 
525 
200 
290 
230 
340 
155 


350 
510 
135 
185 

32 

4l 
250 


Ap. L., 28 Jahre alt. 


1010 
1006 
1010 
1006 
1008 
1006 
1005 


7. XII. 1923. Insulinversuch. 
9h vorm, 20 Einheiten Insulin Wellcome subkutan. 


1002 
1001 
1010 
1010 
1020 
1010 
1002 


| In 4 Stunden: 1015 cem, spezifisches 
| Gewicht im Durchschnitt 1006,25 


| In 4 Stunden: 508 ccm, spezifisches 
| Gewicht im Durchschnitt 10105 


Tabelle II. 
Normaler interner Befund. 





Zeit 


28. XT. 1923. Kontrollversuch. 


8—9h 
9—10 
10—11 
11—12 


! 


|| Harnmenge 


70 
770 
380 
160 


1780 


| 150 
| 485 
i| 620 

485 


1740 


30. XI. 1923. 1. 
Wasserzufuhr wie oben. 


3. XIT. 1923. 2. 


Spezifisches | 
Gewicht 


78° bis 8h (niichtern) 1500 ccm per os. 


1003 
1002 
1001 
1007 


Insulinversuch. 

7h 20 Einheiten Insulin. 
1008 

1003 

1001 

1002 


Insulinversuch. 


Wasserzufuhr siehe Kontrollversuch. 8h 20 Einheiten Insulin. 


8—9h 
9—10 
10—11 
11—12 


360 
710 
540 
140 


1750 





sches 
106 25 


utan. 
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Tabelle I demonstriert deutlich Hemmung der Diurese durch Insulin, 
ahnlich, wie es Serebrijski und Vollmer beobachten konnten. Im Kontroll- 
versuch ohne Insulin werden in 4 Stunden 1015 cem Wasser ausgeschieden, 
das spezifische Gewicht betrigt im Durchschnitt 1006, im Insulinversuch 
werden in der gleichen Zeit und bei gleicher Fliissigkeitszufuhr 508 cem 
ausgeschieden. das spezifische Gewicht betragt im Durchschnitt 1010. 
Die relativ gréBere Menge in der letzten Stunde des Insulinversuchs be- 
deutet offenbar eine kompensatorische Mehrausscheidung des friiher ein- 
gesparten Wassers. Ein dhnliches Verhalten zeigten die zwei anderen 
positiv reagierenden Fille. 

Die negativen Versuche illustriert Tabelle II, die eine tiber die auch 
sonst bei Verdiinnungsversuchen vorkommenden Schwankungen hinaus- 
gehende Beeinflussung der Diurese vermissen l46t. Wahrend man im 
ersten Insulinversuch der Tabelle IT noch den Eindruck gewinnen kénnte, 
daB vielleicht in der ersten, méglicherweise noch in der zweiten Harn- 
portion eine gewisse Wirkung vorhanden ist, trotz der unbeeinfluBten 
Gesamtmenge, so sind im zweiten Insulinversuch bei der gleichen 
Versuchsperson die Einzelportionen und die Gesamtmenge gegeniiber dem 
Kontrollversuch unverandert. 

Es wurde weiter der Eindruck gewonnen, da8 in Versuchen, in 
welchen nach der Insulininjektion der hyperinsulinimische Symptomen- 
komplex stark zum Vorschein kam (starkes Herzklopfen, Schwitzen, 
Vermehrung der Atmung), auch Hemmung der Diurese zu sehen war. 
Dagegen waren in den negativen Versuchen die Erscheinungen der 
Hyperinsulinémie nicht in diesem Ausma® vorhanden. Dies legt den 
Gedanken nahe, da® in diesen Versuchen das Insulin, vielleicht infolge 
schlechterer Durchblutung der Niere, gesteigerter extrarenaler Wasser- 
abgabe usw., also gewissermaBen erst sekundér antidiuretisch wirkt. 

In ahnlicher Weise fielen Versuche am Blasenfistelhund verschieden 
aus, indem das eine Mal Hemmung, ein anderes Mal aber keine Beein- 
tlussung der Diurese bei gleichen Insulin- und Wassermengen und auch 
sonst identischen Versuchsbedingungen zu sehen war. 


Die antidiuretische Wirkung des Insulins bei reichlicher Fliissigkeits- 
zufuhr ist — was den normalen Menschen und den Blasenfistelhund 
anlangt — keineswegs konstant'). 


1) In jiingster Zeit scheinen Kore/ und Mautner ahnliche Resultate 
wie wir am Blasenfistelhund erhalten zu haben, doch la8t sich aus dem 
ganz kurzen Bericht (Klin. Wochenschr. 1925, Nr. 48 8S. 2323) kein ab- 
schlieBendes Urteil gewinnen. 








Aldehydabspzltung aus Zuckerarten. 






Von 


G. Klein. 







(Aus dem pflanzenphysiologischen Institut der Universitat Wien.) 
(Eingegangen am 19. Dezember 1925.) 











Schon friher wurde wiederholt festgestellt, daB Zuckerarten und 
auch andere organische Substanzen unter gewissen, ganz verschiedenen 
Versuchsbedingungen Aldehyde abspalten. 
So erhielt Neuberg') aus organischen Siuren und Oxyséiuren 
(Propion-, Glycerin-, Bernstein-, Malein-, Fumar-, Wein- und Croton- 
siure), aber auch aus Serin und Isoserin in Sonnenlicht bei gleich- 
: zeitiger Zugabe eines anorganischen Katalysators (Ferrosulfat) Acet- 
aldehyd. Dieselben Resultate erzielte Newbery?) bei Behandlung der 
ei | benannten Stoffe mit Wasserstoffsuperoxyd und Ferrosulfat als 
l Katalysator. Er stellte fest, daB die nicht lichtempfindlichen organischen 
Sauren auch durch Mangan- und Uransalze, ebenso wie durch Anthracen- 
' 














derivate lichtempfindlich werden und unter diesen Verhaltnissen auch 
aus Milch-, Bernstein-, Apfel-, Wein- und Citronensiure®), Athylenglykol, 
' Athylendiamin und Colamin Acetaldehyd bilden. Dieser Aldehyd 
| entsteht aus allen genannten Substanzen durch H,O,-Wirkung mit 
Katalysatoren. Aus Apfelsiure erhielt Neuberg bei Fe- und UO,- 
. Katalyse Oxybrenztraubensiure, also ein Keton. Spoehr*) fand bei 
; Behandlung von Essig-, Apfel-, Wein-, Glyoxal- und Glykolsiure, 
hii |} Acetaldehyd und Athylalkohol mit ultraviolettem Licht bei 30° und 
Hl starker Liiftung langsame Zersetzung. Bei dieser konnte er als Zwischen- 
: : 7 stufen der Decarboxylierung Acet- und Formaldehyd, bzw. Formaldehyd 
la allein neben anderen Substanzen allerdings nur _ ,,qualitativ“ fest- 
ati | stellen. Auch aus dem Prefsaft der als siurereich bekannten sub- 
a | kulenten Pflanzen fand er nach Belichtung im Destillat Formaldehyd 

und Ameisensiure. Woraus diese Substanzen im PreSsaft entstanden, 
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1) OC. Neuberg, diese Zeitschr. 67, 58, 1914. 
ole *) C. Neuberg, ebendaselbst 18, 305, 1908; 29, 279, 1910; 61, 325, 1914. 
eit %) C. Neuberg und B. Rewald, ebendaselbst 67, 127, 1914. 
pape ‘) H. A. Spoehr, ebendaselbst 57, 95, 1913. 
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ist allerdings nicht zu erweisen. Auf die Folgerungen, die aus diesen 
,Modellversuchen“ auf biochemische Vorginge in Pflanzen gezogen 
wurden, braucht hier nicht eingegangen zu werden‘). 

SchlieBlich befaBte sich Rosenthaler*) eingehend mit der Abspaltung 
von Aldehyden aus Stoffen, die in der Pflanze vorkommen und aus 
deren Struktur die Méglichkeit hierfiir abgeleitet werden kann. Er 
behandelte die Stoffe (je 0,2 g¢) mit 20ccm verdiinnter Schwefelsiure 
und 0,4g Kaliumpermanganat in der Kilte, zerstérte hierauf den 
Permanganatiiberschu8 und destillierte. Im Destillat priifte er auf 
die Aldehyde qualitativ mit fiinf angegebenen Farbenreaktionen und 
quantitativ auf Grund der dargestellten Nitrophenylhydrazone. Er 
erhielt von den vielen gepriiften Stoffen Formaldehyd aus mehr- 
wertigen Alkoholen (Glycerin, Erythrit, Mannit, Dulcit), Aldehyden 
(Vanillin), héheren Siuren (Veratrum- und Opiansiure), aus Zuckern 
(Arabinose, Glucose, Fructose, Saccharose und Galaktose), Phenol- 
iithern (Eugenol, Quajakol), einem Glycosid (Salicin) und vielen 
Alkaloiden, also bei Vorhandensein von Methoxy-, Methylendioxy- 
und Methylimidgruppen. 

Kropat*) hatte aus ,,Extractum ferri pomati“ bei Oxydation mit 
K MnO, und H,S0O, betrachtliche Mengen von Formaldehyd erhalten, 
was er auf die Oxydation der Apfelsiure zuriickfiihrt, was aber von 
Rosenthaler nicht bestatigt werden konnte. Organische Siuren und 
Oxysiuren lieferten Rosenthaler keinen Formaldehyd. 

Acetaldehyd und nur diesen erhielt Rosenthaler nur bei Milchsaure- 
und Rhamnosebehandlung, also bei Gegenwart einer Athoxygruppe 
und einigen Athylenimidkérpern. [Die Bildung von Acetaldehyd aus 
Milchsiure wird schon methodisch zur quantitativen Milchsaure- 
bestimmung verwendet‘). } 

Die quantitativen Ausbeuten Rosenthalers betrugen bei 

Glucose ....... . 0,24 bis 2,5 Proz. 
Gelebtose. ...«.- «+. O28 ~. O84. © 
ee CUCU 
Saccharose..... . . 0,006 ,, 0,05 ,, 


Ds «sss +s oe ee SS ae S 
ees: fe» be were » 18 - 


Entgegen Trillats®) Angaben, daB Rohrzucker bei Uberhitzung 
mit Wasserdampf Formaldehyd abspalte, erhielt Rosenthaler bei mehr- 


1) @. Klein und O. Werner, diese Zeitschr. 168, 361, 1926. 

2) L. Rosenthaler, Arch. f. Pharm. 251, 587, 1913. 

3) K. Kropat, ebendaselbst 251, 90, 1913. 

*) Abderhaldens Handb. d. biochem. Arbeitsmeth. 5 (2), 1256, 1912; 
O. Meyerhof, Pfliigers Arch. 188, 114, 1921. , 

5) Trillat, zitiert nach Rosenthaler, Arch. f. Pharm. 251, 587, 1913. 
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stiindiger Wasserdampfdestillation Iproz. Lésungen von Glucose, 
Fructose und Saccharose mit und ohne Weinsaure keinen Formaldeh yd. 


Eigene Untersuchungen. 


Ich war auf merkwiirdige Art auf diese Aldehydabspaltung auf. 
merksam geworden. Bei der Abfangung der Zwischenprodukte bei 
der Nitratassimilation der héheren Pflanze!) destillierte ich einmal 
zur qualitativen Priifung auf Ammoniak eine Probe einer zucker. 
haltigen (5 Proz.) Nahrlésung mit Magnesia usta. Bei der NeSlerschen 
Probe im Destillat trat statt der erwarteten schwachgelben Fiarbung 
eine dicke, orangegelbe Fillung auf, die bei den verwendeten 30 ccm 
Lésung unméglich von den eventuell vorhandenen Ammoniakspuren 
herriihren konnte. Da nur reduzierende Stoffe stéren konnten, die 
aus der Nahrlésung destillierten, wurde probeweise eine Destillation 
in Dimedonlésung durchgefiihrt, um eventuell stérende Aldehyde zu 
finden. Noch wahrend der Destillation trat in der Vorlage Triibung 
und dichte Ausfallung von einem feinen, weiBen Nadelgeflecht ein, 
das sich bei der Schmelzpunktbestimmung als Formaldomedon ent- 
puppte. 

Systematisch durchgefiihrte Untersuchungen ergaben nun folgendes: 
1- bis 5proz. Lésungen reinster Glucose (Merck) in destilliertem Wasser 
ergaben bei saurer ebenso wie bei neutraler und alkalischer Reaktion 
im Destillat betrachtliche Mengen Formaldehyd, bei alkalischer Reaktion 
am meisten. Héhere Zuckerkonzentrationen sind nicht gut verwendbar, 
da sie schnell karamelisieren, Konzentrationen unter 1 Proz. spalten 
erst Formaldehyd ab, bis sie durch Abdestillieren entsprechead 
konzentriert geworden sind. Die Abspaltung beginnt erst, bis die 
Lésung durch beginnendes Karamelisieren gelbbraun wird. Am ge- 
eignetsten erwies sich fiir Destillation gréBerer Mengen ein auf den 
Kolben aufgesetztes, kurzes Stutzersches Aufsatzrohr, das mit einem 
Rapidkihler verbunden in eine Dimedonvorlage (Peligotsche Roéhre) 
miindet und oben mit graduiertem Rohre (mit Glashahn) zum Nachfiillen 
von Wasser abgeschlossen ist). 

Die Abspaltung des Formaldehyds beginnt erst, wenn geniigend 
Wasser abgedampft, die Lésung geniigend konzentriert (5- bis 10proz. 
Lésungen spalten bald nach Beginn des Siedens) und gelbbraun ge- 
worden ist. Wenn die Verkohlung des gesamten Zuckers einmal so 
weit gegangen ist, daB die Lésung dunkelbraun schiumt, geht kein 
Formaldehyd mehr iiber. 


1) @. Klein und J. Kisser, Sitzungsber. d. Akad. d. Wiss. in Wien, 
math.-naturw. KI., Abt. I, 1925. 
2) @. Klein und K. Pirschle, diese Zeitschr. 168, 340, 1926. 
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Die maximale Ausbeute erhailt man, wenn man bis zur Gelbbraun- 
farbung der Lésung abdestilliert und dann durch wiederholten Zusatz 
von wenig H,O (etwa 10 bis 20 ccm) den Zucker nicht zu stark ein- 
dampfen und damit verkohlen l4Bt. Bei Destillation von 200 ccm 
einer 2proz. Lésung von reinster Glucose (Kahlbaum) konnten auf 
diesem Wege 55mg Formaldomedon = 6,1 mg Formaldehyd erhalten 
werden (also etwa 0,3 Proz.), und zwar 15 mg bis zur Braunfarbung, 
35 mg waihrend des Karamelisierens und 5 mg aus der verkohlten Masse. 


Es muB betont werden, daB die Formaldehydabspaltung bei saurer 
(n, n/10, n/100, n/1000 H,S0O,), neutraler und alkalischer Reaktion 
(n, n/10, n/100, n/1000 NaOH) gelang, im allgemeinen bei alkalischer 
Reaktion mit bester Ausbeute. 

Verunreinigungen kénnen nach all dem Gesagten nicht in Betracht 
kommen; tiberdies gibt reinste Glucose (auch nach mehrmaliger Um- 
scheidung) bei gleichen Versuchsbedingungen annihernd dieselben 
Mengen Formaldehyd wie Rohglucose. 

Fiir schnelles Arbeiten und zum Demonstrieren eignen sich am 
besten die bei meinen Assimilationsuntersuchungen verwendete 
Mikromethode (Destillation im Mikrokélbchen mit einigen Kubik- 
zentimetern Lésung in eine gekiihlte Mikrovorlage mit Dimedonlésung). 
In 5 bis 10 Minuten kann man das bereits wihrend des Destillierens 
sich abscheidende Formaldomedon demonstrieren. 


So wie Glucose spalten auch alle anderen untersuchten Mono- 
(Pentosen und Hexosen) und Disaccharide Aldehyd ab. Und zwar 
Fructose, Galaktose, Maltose, Lactose, Saccharose und Arabinose 
Formaldehyd, das Trisaccharid Raffinose nur Spuren Formaldehyd. 
Dagegen gaben Polysaccharide wie Cellulose (avfgeschwemmte Filter- 
papierfasern) relativ reiehlich Formaldehyd. Ebenso geben Glykogen, 
Dextrin, Amylum solubile, Kartoffelstirke, Lichenin und besonders 
Inulin reichlich Aldehyd, nicht Gummi arabicum. 

Die Menthylpentose Rhamnose gibt Acetaldehyd in reichlicher 
Ausbeute. 

Auch aus den Glykosiden 148t sich, soweit sie in der Hitze und 
in neutraler Lésung schon Zucker abspalten, Aldehyd darstellen. 

So gaben Salicin, Quercitrin, Coniferin, Arbutin und Phlorhidzin 
Aldehyd, Asculin in neutraler Lésung Spuren, auf Zusatz von Phosphor- 
siure reichlich Formaldehyd, Hesperidin nur in saurer Lésung Form- 
aldehyd; Acetaldehyd von der Rhamnose war im Mikroverfahren nur 
in Spuren greifbar. 

Alle Polysaccharide und Glykoside geben natiirlich bei vorher- 
gehender Hydrolyse oder saurer Destillation weit gréBere Ausbeuten 
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als bei neutraler Destillation. Glycerin spaltet groBe Mengen eines 
Aldehyds (aus 100 ccm einer 1 proz. Lésung 54 mg), der gleichfalls a|s 
Formaldehyd bestimmt wurde. 

Chitin und Glucosamin-HCl, also die N-haltigen Saccharide, 
spalten keine Aldehyde ab. 


Die fiinf- und sechswertigen Alkohole spalten nichts ab, ebenso- 
wenig die Oxydationsstufen der Zucker, Zucker- und Schleimsiure. 


Aliphatische Sauren und Oxysiuren spalten nicht, nicht Amino- 
siuren und zyklische Phenole. Dagegen gab Glykolsdure groBe Mengen 
Formaldehyd. 

Flichtige oder destillierbare Aldehyde und Ketone wurden natiirlich 
nicht untersucht. 

Eine Tabelle mége die Verhaltnisse iibersichtlich illustrieren. Je 
0,1 g wurden der Mikrodestillation unterworfen und das erhaltene 
Produkt mit dem Mikroschmelzpunktsapparat bestimmt’). 





Organischer Kérper Formaldehyd Acetaldehyd Sonstiger Aldebyd 
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1) G. Klein uad O. Werner, diese Zeitschr. 168, 361, 1926. 
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Organischer Korper Formaldehyd Acetaldehyd Sonstiger Aldehyd 


Phlorhidzin 

C yniferin 
Quercitrin 
Salicin 

Arbutin 
Hesperidin 
Hesperidin + H, PO, 
Glycolséure 
Oxalséure 
Fumarsaure 
Apfelsaure 
Ammonlactat 
Harnstoff 
Glykokoll 
Asparaginsaure 
Brenzeatechin 
Hydrochinon 


ell 1 sii 


BPSSeREY 


ym ey 

'mlagerung 
160—170°, 

Schmelzp. etwa 220°) 


LITTITITII TL gees 


Glyoxal 


Acrolein 


(Umlagerun 
bel ose, 
Schmelzp. etwa 120°) 





*) Bemerkung: Die Acroleinverbindung mit Dimedon bildet sich recht trig, oxydiert sich 
anscheinend in der Luft. 


Die Ergebnisse zeigen klar, daB alle Zucker im ersten Stadium 
der Zersetzung die freie Aldehydgruppe in Form von Formaldehyd 
wieder abspalten, nur die Methylpentose spaltet ihrer Konfiguration 
entsprechend Acetaldehyd. Dasselbe gilt fiir die aus Monosen zu- 
sammengesetzten Polyosen und Polysaccharide, ebenso fiir die Glyko- 
side. Die letzteren geben die Aldehyde, die ihren Zuckern entsprechen, 
alle aber nach MaB der Abspaltung beim Kochen. 


Alle anderen untersuchten Substanzen der verschiedenen Korper- 
klassen, mit Ausnahme von Glykolséure und Glycerin, spalten diese 
beiden Aldehyde nicht ab. Daneben kénnen noch aus manchen Stoffen 
verschiedene andere Aldehyde bei vollstandiger Zersetzung entstehen, 
wie das lingst bekannte Acrolein aus Glycerin. 


Ob bei den Kérpern mit irgenwie gebundenen Monosacchariden 
der Aldehyd schon aus dem Molekiil in Bindung oder erst beim Frei- 
werden der Zucker durch Kochen auftritt, laBt sich so nicht entscheiden. 


Die leichte Abspaltbarkeit von Formaldehyd aus Zuckern, deren 
Genese aller Wahrscheinlichkeit nach vom Formaldehyd ausgeht, ist 
von theoretischem und fiir das Destillationsverfahren aus organischen 
Lésungen und Organextrakten auch von methodischem Interesse. 





G. Klein: Aldehydabspaltung aus Zuckerarten. 


Zusammenfassung. 


Es wurde gefunden, da®B Zucker (Aldosen und Ketosen) be; 
Destillation in reinem destillierten Wasser Aldehyd abspalten, der be; 
allen untersuchten Pentosen und Hexosen als Formaldehyd, bei der 
Methylpentose Rhamnose als Acetaldehyd bestimmt wurde. 

Auch die Polysaccharide und Glykoside spalten die Aldehyde, 
die ihren Zuckern entsprechen, viel mehr nach Hydrolyse als beim 
Kochen in destilliertem Wasser. Die Spaltung geht bei saurer, neutraler 
und alkalischer Reaktion gleichsinnig vor sich. 

Die erhaltenen Mengen entsprechen keinem stéchiometrischen 
Verhaltnis. 

Alle anderen untersuchten Stoffe spalten diese Aldehyde nicht ab. 
Nur Glykolsiure und Glycerin spalten reichlich Formaldehyd ab. 

Von Acrolein und Glyoxal wurde das Dimedonprodukt bestimmt. 
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Versuche 
iiber den EiweiGabbau mit Trypsin unter gleichzeitiger Dialyse. 


Von 


B. Lustig. 
(Aus dem chemischen Laboratorium ,,Rudolfsspital** in Wien.) 
(Eingegangen am 19. Dezember 1925.) 


Mit 1 Abbildung im Text. 


Bei dem usuellen Studium der Fermenteinwirkung auf Eiweib- 
kérper wird keine Riicksicht darauf genommen, ob die gefundenen 
Verinderungen nicht sekundarer Natur sind. Insbesondere bestehen 
iiber die ersten Abbauprodukte!) Unklarheiten, die sich teilweise durch 
nichtaseptisches Arbeiten, Hemmung der weiteren Spaltung durch 
die Abbauprodukte erkliren lassen. Es schien uns von Interesse zu 
sein, einmal den EiweiBabbau in Nachahmung der Vorginge im 
Organismus so vorzunehmen, da das Material nach dem Versetzen 
mit dem entsprechenden Ferment in einem Dialysierbeutel der Dialyse 
bei 37 bis 38° C (in einem Trockenschrank) unterworfen, das als Dialysat- 
wasser dienende, auf 38°C vorgewirmte, destillierte Wasser éfters 
gewechselt wird und hierbei die Reihenfolge und die Starke des Abbaues 
der einzelnen Stoffe sowie die Umstiinde, die die Abbaustirke beein- 
flussen kénnen, festgestellt werden. Mit Riicksicht auf aie geringen 
Mengenverhaltnisse, die der Versuch erlaubte, muBte sich unser Vor- 
gehen darauf beschrinken, im Dialysat in méglichst rascher Auf- 
einanderfolge méglichst quantitativ wenigstens eine Reihe bekannter 
Stoffe nachzuweisen. Untersucht wurde auf folgende Stoffe und 
Reaktionen (die Zahlen beziehen sich auf die Gesamtmenge des 
Dialysats) : 

1. Stickstoffgehalt quantitativ nach Kjeldahl. 

2. Ammoniak kolorimetrisch durch Versetzen der Léisung mit 
Kalilauge und Nessler und Vergleichen mit Lésungen von bekanntem 
Ammoniakgehalt. 


1) Fischer-Abderhalden, Zeitschr. f phys Chem. 39, 81; 40, 215, 1903; 
Emerson, Hofmeisters Beitr. 1, 501, 1902; Levene, Zeitschr. f. phys. Chem. 
41, 9, 1903. 
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3. Aminogruppen quantitativ nach Sérensen. 

4. Tryptophan quantitativ nach Komm-Béringer!); 5cecm der zu 
untersuchenden Lisung werden mit 5ccem einer l5proz. Salzsiure 
(welche auf 500 cem 6 ccm einer 0,1 proz. Formaldehydlésung enthalt) 
versetzt, dann 10 ccm konzentrierter Schwefelsiure langsam zugegeben 
Nach dem Abkiihlen der Mischung entsteht, bei Anwesenheit von 
Tryptophan, ein 24 Stunden konstanter, violettroter Farbton. Der 
Tryptophangehalt wird kolorimetrisch gegeniiber einer Lésung von 
bekanntem Tryptophangehalt bestimmt. Zur Kontrolle wurden eine 
Reihe Bestimmungen auch nach Fiirth-Lieben mit Hilfe der Voisenet. 
schen Reaktion ausgefiihrt. Diese ergab fast gleiche Werte (bis 4 Proz. 
Differenz). 

5. Tyrosin wurde quantitativ nach M. Weiss?) mittels der Millon- 
schen Reaktion bestimmt. Die Ausfiihrung ist folgende: 3 ccm der zu 
untersuchenden Lésung werden mit 2cem einer 10proz. Quecksilber- 
oxydsulfatlésung in 5proz. Schwefelsiure und drei Tropten einer 
¥, proz. Natriumnitritlésung versetzt und bei ganz schwacher Flamme 
(Spiritusflamme) bis zum Sieden aufgekocht. Nach 5 Minuten ist die 
gréBte Farbtonintensitat vorhanden. Als Vergleichslisung wird eine 
Tyrosinlésung in der Verdiinnung | : 50000 verwendet. Im Falle der 
Farbton der untersuchten Substanz viel starker ist als der der Ver- 
gleichslésung, so mu die Lésung entsprechend verdiinnt und der 
Versuch wiederholt werden, da der Farbton nur in dieser Konzen- 
tratioa quaatitativ sein-soll. Nach unseren Untersuchungen ist dic 
Fehlergrenze dieser Bestimmungsmethode auch bei genauer Einhaltung 
der Versuchsbedingungen relativ groB. 

6. Xanthoproteinreaktion. Wir haben diese Bestimmung in de: 
Weise ausgefiihrt, daB gleiche Mengen (1 ccm) der zu untersuchenden 
Lésung immer mit der gleichen Menge (2 ccm) konzentrierter Salpeter- 
siure und nach dem Erhitzen (10 Minuten am Wasserbad) mit 5 ccm 
Ammoniak versetzt wurden. Der entstandene Farbton wurde mit 
der Xanthoproteinreaktion einer Albuminlésung von bekanntem Stick- 
stoffgehalt verglichen. Die Xanthoproteinreaktion der Albuminlésung 
wurde in der gleichen Weise ausgefiihrt. Die angegebenen Zahlen be- 
ziehen sich auf Kubikzentimeter der Albuminlésung (Stickstoffgeha!t 
pro 1 cem 0,0019 g N), welche der Starke der Reaktion entsprechen. 

7. Molischs Reaktion auf Kohlehydrate (mit a-Naphthol und 
konzentrierter Schwefelsiure). 

8. Histidin quantitativ nach H. Brunswick®). Die zu _ unter- 
suchende Substanz wird mit konzentrierter Salpetersiure erhitzt, 

1) Zeitschr. f. phys. Chem. 124, 382, 1923. 


*) Diese Zeitschr. 97, 170, 1919. 
%) Zeitschr. f. phys. Chem. 127, 268, 1923. 
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dann mit festem Natriumcarbonat neutralisiert und im UberschuB 
versetzt und mit frisch hergestelltem Diazoreagens nach Pauli!) auf 
Rotfarbung untersucht. Sonstige Reaktion gebende Stoffe (wie 
Tyrosin, Tryptophan) sind durch Nitrierung mit Salpetersiure 
(Xanthoproteinreaktion) und nachheriges Behandeln mit Ammoniak 
unwirksam gemacht. 

9. Chinonreaktion auf Aminosaéuren. 

10. Schwefelbleireaktion. 

. Biuretreaktion. 
. Gerbsiurefaillung in essigsaurer Lésung. 
. Phosphorwolframsaurefallung in salzsaurer Lésung. 

Um gleichzeitig zu sehen, ob verschiedene EiweiBstoffe bei gleicher 
Versuchsanordnung gleiche Erscheinungen zeigen oder etwaige Unter- 
schiede gegeneinander, schritten wir an die gleichzeitige Untersuchung 
von Serumalbumin, Serumglobulin und Casein. Das Albumin und 
Globulin wurden mit Ammonsulfat zweimal gefallt und 14 bis 20 Tage 
gegen flieBendes Wasser dialysiert. Das Casein wurde vor der Ver- 
wendung in Sodalésung gelést und 24 Stunden dialysiert. Die ver- 
wendete Trypsinlésung wurde zwecks Reinigung mit der sechsfachen 
Alkoholmenge gefallt, schnell filtriert und mit Alkoholither nach- 
gewaschen. Der Stickstoffgehalt fiir einen Versuch betrug: 

bei Casein . . . . . . . 0,3607g Stickstoff ' 
» Albumin .... . . 0,1328g 


»» Saeeelin ...... Qe 
» Trypsin... .. . . 0,0325¢ 


Albumin und Globulin wurden vor der Verwendung der Hitze- 
koagulation unterworfen. Die Dialysate wurden siebenmal je 1 Stunde 
gewechselt. (Stickstoffgehalt, Ammoniak, Tryptophangehalt, Tyrosin- 
gehalt, Aminogruppen siehe Tabelle Ia und Xanthoproteinreaktion, 
Biuretreaktion , Gerbsaiurefallung, Phosphorwolframsaurefallung, Chinon- 
reaktion siehe Tabelle Ib.) 


Tabelle la*). 


Verdauungsversuche mit Trypsin. 





Dialysat 1 2 Py 5 6 Gesamtmenge 
1. Stickstoffgehalt mg. 

1. Albumin ... . | 4,11 | 4,50! 9,20! 620! 540/71 | 52 | 00407gN 

2, Globulin .... 45 76 | 84 (45 43 60 | 37 | 00390gN 

3. Casein 42 224 250 261 235 142 125 0,1279gN 

4. Trypsin (allein) . 08 12 10 11 |09 10 06  0,0066gN 


*) Die Resultate der Versuche I—VI sind in Tafel I graphisch dargestellt. 


1) Zeitschr. f. phys. Chem. 142, 508, 1904. 
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Tabelle Ia. (Fortsetzung). 





Seto mle 


> 9990 = 


Dialysat 1 2 3 4 5 6 7 | Gesamtmenge 


2. Ammoniakgehalt in mg N. 
Albumin .. .. | 0,12 0,15! 032 0.2 | 0,18| 0.23; 02 | 14 mgN 





Globulin |... 0.08 025/02 025/02 | 0:28 O18 | 134 . N 
a ia ae 0,24 | 0.78 O86) 097 0.22 0,25 02 333 . N 
Trypsin (allein) . | 0,06 0,08 0,06; 0,06 0,03 0,10 0,06. 045 , N 
3. Trypthophangehalt in mg. 
Albumin .... —- |g.s.*)) 22 18 | 12 | 08 | 13 | 7,3 mg Trypt 
Globulin .... /g.s8.); 06 | 18 | 23 (/12/16/112]87, , 
Casein. . 0s | 22 | 40 (12/18 | 29/32 (161, , 
Trypsin (allein) . negativ 


4. Aminogruppen nach Sdérensen com n/l0 KOH 
Albumin .... 14 | 33 | 44 | 23 | 33 | 31 | 23 | 20,leem n/10) 
Globulin... . |} 24 | 39 | 56 '23 |38 | 29 | 43 130.2 , r/l0 
| ee 15,1 | 5.7 | 75 | 52 | 65 | 42 | 28 (370 , n/lo 
Trypsin (allein) . |06 | 11 | 07 11 > 12 12 (07 | 64 , n/l0 


5. Tyrosingehalt in mg. 





1. Albumin - 03 | O8 [15 | 15 | 25 | 22 | 15 | 103mgtyrosin 
2. Globulin .... |01 | 08 | 12 | 20 (18 | 15 | 30 |104, 
ee ces 0s | 1, 28 36 (25 (42 | 28 /185 , 
4. Trypsin (allein) . negativ 
*) g.s. = ganz schwach. 
Tabelle Ib, 
Verdauungsversuche mit Trypsin. 
Dialysat | 1 |" 2 3 4 $s | 6 | a 
6. Xanthoproteinreaktion in ccm Albuminlésung. 
1, Albumin... 15 2.4 13 15 28 2.4 15 | 13,4ccm 
2 Globulin ...'09/ 18 | 32 | 24 | 25 | 15] 24 (147 . 
3. Casein . . 3,2 7,5 6,0 48 45 75 45 37.5 
4. Trypsin (allein) schwache, quantitativ nicht meBbare Reaktion 
7. Biuretreaktion. 

1. Albumin...) — — — + + + + | 
2. Globulin ...,)—| — —j=-—} rt i et + f 
3. Casein . . —| + (+44) 4+) + + | + 
4. Trypsin (allein) == — —}— —-i—_ — 


8. Gerbsaéurefallung. 


1, Albumin...) — — — |+es%\+¢5°) + ¢s. 
2. Globulin ...j/—/| — — — i+t¢s. |+es. +45. 
3. Casein . . =i + ++) + + | + 4. 
4. Trypsin (allein) —-| — — — — -_ | «= 
9. Chinonreaktion. 
}. Albumin . . . | + + | ++] ++] + +.1> 
2, Globulin... > +/ + Pe (++i 4+) +] + | 
3. Casein .. . Fittttitt Fig Tc. Fa at ++ 
4. Trypsin (allein) aa | +g.s. +2 a4 g.s.+g.s .8./+ g.s, 


*) g. 8. = ganz schwach. 
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Tabelle Ib. (Fortsetzung). 





Dialysat 1 | 2 3 4 5 6 7 oy 


10. Phosphorwolframsaure. 


Albumin ,... | — — — —_— — i+¢@sj/+gzas. 
Globulin ... — — — +g@.si+g.8s. + 
Casein . — +es/++ 4 | + | ++! + 


Trypsin (allein) _— — om eS 


11. Die Schwefelbleireaktion war in allen Dialysaten negativ, in 
ten Verdauungsriickstinden schwach positiv. 

12. Histidin war besonders bei Casein stark positiv, bei Albumin 
on der ersten, bei Globulin von der zweiten Fraktion ganz schwach 
ositiv, bei Trypsin negativ. 

13. Molischs Reaktion war bei Globulin von der zweiten Fraktion 
n, bei Albumin von der ersten Fraktion an positiv. Bei Casein negativ. 

Die Versuche, bei denen am stiarksten Casein (33,2 Proz.), gegen- 
ber Albumin (23,2 Proz.) und Globulin (23,2 Proz.) abgebaut wurden, 
rgaben eine Reihe Unterschiede gegeniiber den gewéhnlichen Ver- 
lauungsversuchen ohne Dialyse. Es zeigte sich ein spiteres Hervor- 
reten der die Biuretreaktion und Gerbsaurefillung gebenden Stoffe, am 
enigsten noch bei Casein. Auch die mit Phosphorwolframsaure fall- 
aren Stoffe erschienen spiater, sie waren bei Casein von der zweiten 
Stunde an, bei Globulin von der vierten Stunde an sehr schwach positiv, 
ei Albumin nur in den letzten zwei Stunden kaum nachweisbar. Im 
Gegensatz dazu steht das sofortige Erscheinen der freien Aminogruppen 
und der die Chinonreaktion gebenden Stoffe. Auffallend ist das Fehlen 
ler Schwefelbleireaktion in den Dialysaten. Histidin war entsprechend 
lem hohen Histidingehalt des Caseins bei diesem besonders stark, bei 
(Hobulin von der zweiten Stunde an und bei Albumin von Anfang an, 
iber sehr schwach nachweisbar. Gering war im Verhialtnis zu der Menge 
les verwendeten Materials und der Starke der Chinonreaktion die 
Menge der freien Aminogruppen bei Casein gegeniiber dem Albumin 
ind Globulin. 

Um das Vorhandensein von Peptonen in der ersten Abbaustunde 
1a kontrollieren, fiihrten wir folgende Versuche aus: 

50cem Globulinlésung (N 0,1374) wurden der Hitzekoagulation 
wnterworfen, mit Trypsinlésung versetzt und durch 15 Minuten bei 38°C 
Jialysiert, dann zwecks Verhinderung einer weiteren Trypsinwirkung 
auf 100°C erhitzt. Das Filtrat des Verdauungsriickstandes wurde mit 
Essigsiure angesiuert mit Kochsalz in der Hitze gesittigt und heib 
filtriert. Das Filtrat zeigte nach dem Abkiihlen keinerlei Triibung, was 
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auf das Fehlen von Albumosen schlieBen laBt, gab die Biuretreaktion 
und beim Versetzen mit Gerbsaure eine deutliche Triibung. Das Dialysat 
gab mit Biuret und Gerbsiure keine Reaktion. Es zeigte sich bei diesem 
Versuch, daB zwar Peptone beim Abbau erzeugt werden, doch sind diese, 
da die Dialysate des Globulins die Biuretreaktion erst von der vierten 
Stunde an geben, wohl schwer dialysabel. 

Es schien uns weiter von Interesse zu sein, die in ihren Arbeiten 
durch Bizzaro"), Roseo®) und Abderhalden®) iiber die starkere Verdauung 
des koagulierten gegeniiber dem nichtkoagulierten EiweiB gemachten 
Wahrnehmungen zu untersuchen, da die Angaben ganz allgemeiner 
Natur sind und nicht niher auf das Wesen des Vorganges eingehen. 
Auch kann das etwaige Vorhandensein von Antitrypsin den Unterschied 
allein nicht erkliren. 2s wurde Pseudoglobulin in folgender Weise 
untersucht. 

Gleiche Mengen der EiweiBlésung, von der ein Teil méglichst fein- 
flockig auskoaguliert wurde, wurden mit der gleichen Menge einer 
wirksamen, aber verdiinnten Trypsinlésung versetzt und bei 38°C 
dialysiert. Die Trypsinlésung wurde vor der Verwendung 24 Stunden 
gegen flieBendes Wasser dialysiert, um es nach Méglichkeit von den 
Abbauprodukten zu befreien. Der Stickstoffgehalt fiir einen EiweiB- 
versuch betrug: 0,5124g N. Der Stickstoffgehalt der ersten Trypsin- 
lésung betrug : 0,0734 g N. Der Stickstoffgehalt fiir den zweiten Trypsin- 
zusatz betrug: 0,1282¢ N. 

Die Dialysate wurden zuerst achtmal nach je 1 Stunde gewechselt, 
dann siebenmal nach je 3 Stunden. Nach der 15. Fraktion wurde die 
Lésung mit einer frischen Trypsinlésung versetzt und dreimal je 1 Stunde 
dialysiert (Fraktion 16 bis 18). 

Die Versuche ergaben folgende Resultate (Tabelle II): 


7. Molischs Reaktion war in den Dialysaten der koagulierten 
Fraktion von der zweiten Stunde an positiv. Bei den nichtkoagulierten 
ebenfalls, nur etwas schwicher. In den Dialysaten des Trypsins nur 
in den Fraktionen 16 bis 18 ganz schwach positiv. 

8. Histidin war in allen Dialysaten des koagulierten und nicht- 
koagulierten Pseudoglobulins ganz schwach positiv. Bei den Trypsin- 
dialysaten nur in den Fraktionen 16 bis 18. 

9. Chinonreaktion war in allen Dialysaten positiv. 

10. Die Schwefelbleireaktion war in allen Dialysaten negativ, nur 
in den Verdauungsriickstinden schwach positiv. 


1) Journ. of phys. 46, 267, 1917 
*) Arch. di Fisiol. Journ. 10, 559, 1912. 
’) Zeitechr. f. phys. Chem. 181, 1912. 
Biochemische Zeitschrift Band 169. 10 
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L Sticksto# 

Koaguliert ... . 105 | 130 |125 45 | 115 9 259 
Nichtkoaguliert . . . 7 95 85 | 65 85 | 86 226 
Trypsinlésung .. . , | @ 20 16 | 15 | 25 | 15 | 25 
Il. Ammoniai 
| 0,07 O12 
017 015 

| 013 0M 


Koaguliert | 0,20; 0,20 021) 0,16 

Nichtkoaguliert . . . 015 0,16 012 

Trypsiniésung .. . 1 ! 0,10 0,08 0,05 

ITT. Tryptophar 

y . 25 | 29 | 27 | 28 | 78 

Nichtkoaguliert . . - ‘ 1,7 2,0 21 | 11 49 
Irypsinlésung . . negativ 

IV. Tyrosiy 

Koaguliert | 3,0 20 | 42 | 39 32 | 96 

Nichtkoaguliert . . . ; 2,6 17 | 25 3,2 21 4.5 
Trypsinlésung ... negativ 

V. Freie Aminogruppen nac! 

, 146 | 206 | 182 121 | 102 182 

Nichtkoaguliert. . . | 152 128 |132 106 84 123 

Trypsiniésung ... | f : 2,2 18 15 2,1 11 0,7 

VI. Xanthoproteinreaktie 

Koaguliertt ..... | 1,5 : 60 (120 140 | 150 |100 190 

Nichtkoaguliert . . 25 50 WS 60 | 82 149 


Trypsiniisung ... 1: 5 0610 12 06 | 05 


11. Die Biuretreaktion war beim auskoagulierten EiweiB von der 
dritten Stunde an ganz schwach positiv, beim nichtauskoagulierten von 
der fiinften Stunde'an. In den Trypsindialysaten 1 bis 15 war sie negativ, 
in den Dialysaten 16 bis 18 ganz schwach positiv. 

12. Gerbsiure gab bei den auskoagulierten Dialysaten von der 
dritten Stunde an, bei den nichtauskoagulierten von der vierten Fraktion 
an ganz schwache Triibungen. Im Falle wir eine gréBere Menge des die 
Reaktion gebenden Dialysats mit Essigsiure und Gerbsiure versetzten, 
nach einer halben Stunde filtrierten und den Riickstand in ein paar 
Tropfen Kalilauge lésten, so gab das Filtrat nach dem Versetzen 
mit CaCl, (zwecks Ausfallung der Gerbsaure) eine schwache Biuret- 
reaktion. Bei den Dialysaten der Trypsinlésung negativ. 

13. Phosphorwolframsaure war in den Dialysaten 1 bis 3 sowohl 
des koagulierten wie nichtkoagulierten Pseudoglobulins negativ. In 
den Dialysaten 4 bis 15 schwach positiv, in den Dialysaten 16 bis 18 
gab sie schwache stickstoffhaltige Fallungen. In den Dialysaten des 
Trypsins mit Ausnahme der Fraktion 16 bis 18 (ganz schwache Triibungen) 
negativ. Die Versuche mit Pseudoglobulin ergaben, daB beim koagulierten 
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Gesamtmenge 1—18 











140 13,5 (65,0 | 323 | 03750gN (57 Proz.) 
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9,6 Bi gehalt in mg. * 
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Eiweis eine viel stirkere Verdauung dem Stickstoffgehalte nach eintritt 
(57 Proz.) als beim nichtkoagulierten (39,1 Proz.), nach Abzug der in 
den Trypsindialysaten vorhandenen Stickstoffmenge. Am geringsten MP 
waren die Unterschiede beim Ammoniak, am starksten bei dendie Xantho- " 
proteinreaktion gebenden Stoffen. Was die Unterschiede gegeniiber ; 
den Verdauungsversuchen ohne Dialyse anbetrifft, so zeigte sich auch 
hier, daB die die Biuretreaktion und Gerbsaurefillung gebenden Stoffe 
erst spiter und in geringen, kaum nachweisbaren Mengen erscheinen, 
friiher jedoch bei der koagulierten Fraktion. Die schwefelhaltigen 
Bausteine konnten nur in den Verdauungsriickstinden nachgewiesen 
werden. Histidin war, wenn auch sehr schwach, in allen Dialysaten friih 
nachweisbar. Die Diaminoséuren und die anderen mit Phosphorwolfram- 
sdure fallbaren Stoffe waren erst von der vierten Stunde an nachweisbar. 


















Zusammenfassend kénnen wir sagen, daB der Trypsinabbau unter 
gleichzeitiger fraktionierter Dialyse uns folgendes gezeigt hat: 


1. Der Trypsinabbau bringt sofort (primar) einen Abbau von 
Aminosauren in gréBerer Menge hervor. 
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2. Friihzeitiger Nachweis geringer Histidinmengen bei Serum- 
Albumin und Serum-Globulin. 

3. Verbleiben der schwefelhaltigen Bausteine in den Verdauungs- 
riickstanden. 


4. Unterschiede im Gehalt freier Aminogruppen zwischen Casein 
und Albumin in den Dialysaten. 

5. Spateres Hervortreten der Molischreaktion bei Globulinen. 

6. Relativ spites Auftauchen von Peptonen, Albumosen, Diamino- 


sauren und anderen durch Phosphorwolframsiure fillbaren Stoffen in 
den Dialysaten (besonders bei Albumin). 


Zum SchluB sei mir gestattet, Herrn Prof. Dr. EB. Freund, der 
mich bei der Ausfiihrung dieser Arbeit auf das wirmste unterstiitzt 
hat, meinen Dank auszusprechen. 
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Uber die Beteiligung des Pyrrols am Aufbau des Melanins. 








Erwiderung auf den Aufsatz ,,Pigmentstudien“ von Br. Bloch und F. Schaaf 
in dieser Zeitschrift Bd. 162, Heft 3/6, 1925. 


Von 
P. Rondoni. 


(Institut fiir allgemeine Pathologie der Universitit zu Mailand.) 


(Eingegangen am 19. Dezember 1925.) 


In einer vor kurzem erschienenen Arbeit suchen Br. Bloch und Schaaf 
neue Beweise fiir die Auffassung zu bringen, daB Brenzcatechinderivate 
am Aufbau der natiirlichen Melanine beteiligt sind, eine Annahme, die 
Bloch selbst eigentlich als eine Arbeitshypothese betrachten will, und die 
besonders auf dem Parallelismus zwischen Dopareaktion und Befahigung 
der Zellen zur Pigmentbildung beruht. Ich kann mich nicht auf eine aus- 
fiihrliche Kritik der Blochschen, wohl interessanten Ergebnisse und Uber- 
legungen einlassen; ich méchte aber einige Punkte hervorheben, die sich 
besonders auf die durch Bloch und Schaaj ausgeiibte Kritik der Befunde 
von Angeli, Saccardi, Gallerani, Quattrini und von mir beziehen. 

Bloch und Schaaf sagen (S. 184), da8 die Fichtenspanreaktion die 
Teilnahme des Pyrrolkerns am Aufbau des Melanins nicht beweisen soll, 
und da8 bei Positivitaét dieser Pyrrolreaktion der Pyrrolring gar nicht im 
Melanogen, auch nicht im fertigen Melanin selbst vorhanden zu sein braucht, 
denn er kann erst wihrend der Probe infolge der Erhitzung entstehen. 
Nun wissen wir sehr gut, daB eine RingschlieBung wahrend einer starken 
Erhitzung unter reduzierenden Reaktionsbedingungen (z. B. Erhitzung mit 
Zinkstaub), d. h. unter Bedingungen, die einer Synthese giinstig sind, statt- 
finden kann; in diesem Falle diirfte wohl dem Erscheinen einer Fichten- 
spapreaktion keine Bedeutung fiir den wirklichen Inhalt des erhitzten 
Stoffes an Pyrrolringen beigemessen werden. So hat Neuberg (Beitr. z. 
wissensch. Med. u. Chem., Festschrift fiir 2. Salkowski. Berlin 1904) nach- 
gewiesen, daB die meisten Aminoséuren, allein oder besser mit Zinkstaub 
erhitzt, diese Pyrrolreaktion geben, eben weil der Pyrrolring aus offenen 
N- und C-Ketten durch RingschlieBung entsteht. Es wurde aber durch 
Angeli und Pieroni (Atti R. Accad. d. Lincei 30, 241, 1921, 1. Sem.) wohl 
auseinandergesetzt, daB, wenn man die Erhitzung der zu priifenden Sub- 
stanz unter oxydierenden Bedingungen, z. B. in Gegenwart von Kali, 
ausfiihrt, eine positive Pyrrolreaktion nicht mit beliebigen N-haltigen 
organischen Stoffen zustande kommt, sondern nur mit Pyrrol- oder Indol- 
ring enthaltenden Stoffen: es ware ja unverstandlich, da® unter solchen 





150 P. Rondoni: 


Bedingungen (wie die Schmelze mit Kali), die einem Abbau giinstiy 
sind, eine synthetische Reaktion wie die Pyrrolbildung stattfinden kénnte_ 


In einer Arbeit, die Bloch and Schaaj wahrscheinlich nicht kennen 
(denn sie zitieren nur eine vorangehende Arbeit aus Sperimentale 74, 1920), 
und die im Sperimentale 75, 1921, erschien, habe ich wohl meine Auf. 
merksamkeit darauf gelenkt und deutlich gesagt, daB nicht alle pyrogenen 
Reaktionen gleichzusetzen sind, daB man diejenigen, die mit einer Re- 
duktion einhergehen und der Synthese giinstig sind, von denjenigen streng 
zu unterscheiden sind, die mit einer Oxydation einhergehen und eine Zer-. 
setzung einleiten. Nur der positive Pyrrolbefund bei oxydierender Heii. 
behandlung eines gegebenen Stoffes darf als giiltig fiir die Annahme pra. 
formierter Pyrrolringe betrachtet werden. Die von uns untersuchten 
Melanine (z. B. das von mir in der zitierten Arbeit studierte Tintenfisch- 
melanin) und auch ein von Salkowski (Virchows Arch. 227, IJ, 8. 121, 1920) 
studiertes, aus einer melanotischen Geschwulst stammendes Melanin gaben 
die Fichtenspanreaktion bei der Schmelze mit Kali: sie diirfen also als 
Pyrrol- oder Indolring enthaltende Stoffe betrachtet werden. Ich stimme 
mit Bloch und Schaaj iiberein, daB die Kenntnis der Bildung von dunklen 
Pigmenten aus farblosen Vorstufen ein sehr interessantes physikalisch. 
chemisches Problem darstellt; ich méchte aber der von den Verfassern 
gemachten Aufzihlung (S. 187) der diesbeziiglichen Untersuchungen die 
langjéhrigen und griindlichen Arbeiten von A. Angeli iiber Pyrrolschwarz 
zusetzen (die meisten wurden in den ,,Atti d. R. Accad. d. Lincei‘‘ ver- 
6ffentlicht und sind den reinen Chemikern wohlbekannt). Die vorsichtige 
Oxydation des Pyrrols fiihrt namlich zur Bildung eines schwarzen Stoffes, 
der den Namen von kiinstlichem Melanin nicht weniger als andere Produkte 
aus Tyrosin oder aus Dopa verdient. Wenn man die Oxydation des Pyrrols 
mit Chromséure unternimmt, hat der Vorgang eine groBe Ahnlichkeit 
mit dem Oxydationsvorgang des Anilins: Wie aus Anilin Anilinschwarz 
und dann Chinon entstehen, so bekommt man aus Pyrrol erstens Pyrrol- 
schwarz und dann Maleinimid, d. h. einen Kérper, der ebenfalls zwei CO. 
Gruppen im Ringe enthailt. Nun sind diese schwarzen Kondensations- 
und Qxydationsprodukte des Pyrrols in ihrer elementaren Konstitution 
den natiirlichen Melaninen sehr ahnlich, wie Angeli und seine Mitarbeiter 
stets betont haben; ihr Gehalt an N ist sogar viel konstanter als der- 
jenige der von Bloch und Schaaf aus Dopa hergestellten Pigmente. Auch 
die Eigenschaften des Pyrrolschwarz stehen den Eigenschaften der natiir- 
lichen Melanine viel naher als diejenigen des aus Dopa hergestellten Kérpers ; 
so ist dieser nach Bloch und Schaaf (S. 190) schwer léslich in kaltem Wasser, 
etwas leichter in heiBem, wenig léslich in Alkohol, gut léslich in Saéuren; 
indem die schwarzen Pyrrolderivate von Angeli viel widerstandsfahiger 
allen Lésungsmitteln gegeniiber sind und nur durch Alkalien gelést werden 
kénnen, stehen sie in groBer und nicht zu vernachlassigender Analogie 
mit den natiirlichen Melaninen. 


Ip meiner oben zitierten Arbeit habe ich auch die Bedeutung kolloidaler 
Momente fiir die Pyrroloxydation beriihrt: Es scheint, daB dieser Vorgang 
ebenso wie die Oxydation des 3, 4-Dioxyphenylalanins mit dem p,-Wert 
und mit dem kolloidalen Zustande des Mediums in Zusammenhang steht. 
Wir sind aber eher zu der Annahme geneigt, daB besondere enzymatische 
Krafte bei der raschen Schwarzbildung im Tierkérper am Werke sind. 
Wir haben namlich gesehen, daB Haut-, Tintendriise- (des Tintenfisches), 
Geschwulstextrakte Pyrrol in vitro zu schwarzen vermégen (Saccardi, 
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Rondoni, Brancati), und daB die Injektion in vivo von Pyrrolverbindungen 
pigmentierte Flecken auf der Haut von Kaninchen (nicht aber von albi- 
notischen Kaninchen, wo vielleicht gewisse enzymatische Krafte fehlen) 
und, wie D’ Agata nachwies, in der Masse einer Geschwulst hervorruft. 
Die das beste Resultat gebenden Pyrrolderivate waren bis jetzt das Na-Salz 
der a-Pyrrolearbonsiure (Rondoni, Quattrini), ein a, a-Dimethylpyrrol, 
ein Methylpyrrylketon (Califano). Wenn wir also einem Parallelismus 
im Verhalten in vitro und in vivo eine Bedeutung beimessen sollen, dann 
diirfen wir als auffallend diese Befahigung des Pyrrols und einiger Pyrrol- 
derivate zur Schwarzbildung a) in vitro durch die Einwirkung gelinder, 
wohlbekannter Oxydationsmittel, b) in vitro durch gewisse Organextrakte, 
c) in vivo in verschiedenen Geweben der Tiere und des Menschen finden. 
Wer einmal das Wachstum von dunklen Haarbiischeln auf der Haut eines 
grauen Kaninchens nach subkutaner Impfung von Natronsalzen der 
a-Pyrrolearbonséure gesehen hat, wird niemals das Phainomen als neben- 
sichlich beurteilen, obwohl sicherlich mehrere Méglichkeiten diskutiert 
werden kénnten und jeder Simplizismus der Erklarung vermieden werden 
sollte. 

Es sei auch in diesem Zusammenhang darauf hingewiesen, daB beide, 
Pyrrolschwarz und natiirliches Melanin, in der Kalte mit sehr verdiinnter 
Permanganatlésung oxydiert, farblose Fliissigkeiten geben, die einen 
reichen Gehalt an Oxalséure und Pyrrolcarbonsduren aufweisen (Angeli) ; 
auch hier haben wir es mit einem typischen Zersetzungsvorgang zu tun, 
aus dem Pyrrolderivate hervorgehen, die in der experimentellen Pigmento- 
genese am besten Verwendung gefunden haben. 

Einen iibrigens sehr schwierigen Punkt méchte ich nun am Ende 
hervorheben: Die Injektion von Pyrrol und von gewissen Pyrrolverbin- 
dungen ruft im Harn das Erscheinen all jener Reaktionen hervor, die 
wir bei an melanotischen Geschwiilsten leidenden Patienten finden: 
Schwirzung durch gelinde Oxydation, Komplexbildung mit Diazoverbin- 
dungen (und daraus Niederschlagsbildung oder Farbumschlage), Thor- 
mahlensche Reaktion. Dasselbe Verhalten des Harns beobachtet man, 
wenn man natiirliche Melanine oder Pyrrolschwar. injiziert. Etwas scheint 
also auf die Beteiligung von Pyrrolkérpern an der Entstehung der so- 
genannten Melanurie hinzudeuten. 

Wenn wir bedenken, da8 die Farbstoffbildung aus Tyrosin, aus 
Adrenalin, aus Dioxyphenylalanin mit Organextrakten gar nicht regel- 
maiBig auftritt (so hat neulich Mawas gefunden, daB Extrakte aus einer 
melanotischen Geschwulst das Tyrosin nicht zu schwirzen vermochten ; 
C. r. d. 1. Soe. d. Biol. 88, 332, 1923), daB die Farbung der Haut und der 
Haare am lebenden Tiere nur mit Pyrrolderivaten mit einer gewissen 
RegelmaBigkeit zu erzielen ist, so diirfen wir die Angelische Pyrroltheorie 
der Melanogenese nicht beiseite lassen und ihr sogar die gréBte forschende 
Aufmerksamkeit widmen. 








Neues Verfahren zur Bestimmung des Bilirubingehaltes 
von Seren und Duodenalsiften. 


Von 
Eugen Enriques (Florenz) und Rudolf Sivé. 


(Aus der ITT. medizinischen Klinik der k. ungar. Pazmany-Péter-Universiti 
in Budapest.) 


(Eingegangen am 20. Dezember 1925.) 


Seitdem Hijmans van den Bergh die Aufmerksamkeit auf di 
groBe diagnostische Bedeutung der Serumbilirubinbestimmung lenkte. 
wurden zahlreiche Methoden zur méglichst genauen quantitativen Be- 
stimmung vorgeschlagen. Mit der eingehenden Besprechung der ver- 
schiedenen Verfahren wollen wir uns nicht befassen und nur die Grund. 
prinzipien hervorheben, auf welchen dieselben basieren. 

Die empfohlenen Methoden sind in fiinf Gruppen zu fassen. 

1. Verfahren, durch welche mittels verschiedenartig erreichter Ox, 
dierung Bilirubin in Biliverdin verwandelt wird. — Diese Methoden folgern 
aus der Intensitét der charakteristischen Farbenreaktion bzw. des Vor. 
kommens in verschiedenen Verdiinnungen auf das Quantum von Bili- 
rubin (Gilbert, Hammarsten, Herzfeld). 

2. Spektrophotometrische Verfahren (Hiijner). 

3. Die Methode Hammarstens, welche durch Extraktion und Kristalli 
sierung mittels analytischer Messungen das Bilirubin ausweist. 

4. Verfahren, welche durch Vergleich der Originalfarbe des Serums 
bzw. des Plasmas mit Kaliumbichromat den Bilirubingehalt ergeben. 

5. Verfahren zur kolorimetrischen Bestimmung von Azobilirubin, 
entstanden durch Beigabe des Ehrlich-Préscherschen Reagens (Hijman-s 
van den Bergh, Haselhorst, Thannhauser und Andersen, de Martini). 

Von der Besprechung der ersten vier Gruppen wollen wir absehen, 
einerseits weil deren langwierige komplizierte Methodik fiir klinische Ver- 
wendung ungeeignet ist, andererseits weil durch dieselben entsprechen:e 
Genauigkeit und Spezifizitat nicht erreichbar sind. 

Eine genauere Besprechung miissen wir jedoch dem van den Bergh 
schen Diazoverfahren widmen, weil dasselbe und dessen verschiedene 
Modifikationen heute fast allein klinische Verwendung finden. Vor 
allem wollen wir auf die verschiedenen Fehlerquellen hinweisen wn 
jene Modifikationen besprechen, welche zu deren Ausmerzung von 
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emigen Autoren vorgeschlagen wurden, sodann werden wir auf unser 
neues Verfahren iibergehen, welches sowohl durch seine Einfachheit 
als auch durch befriedigende, die bisherige weit iibersteigende Genauig- 
keit geeignet ist, den Bilirubingehalt der Seren und Duodenalsifte 
zu bestimmen. 

Die Fehlerquellen und Schwierigkeiten des van den Berghschen 
Verfahrens sind folgende: 

1. Es begegnet Schwierigkeiten, eine mit der Vergleichslésung 
yanz gleich nuancierte Farbenreaktion zu erhalten. 

2. Das mit Alkohol prazipitierte EiweiB absorbiert stets namhafte 
Bilirubinmengen, ganz gleich, ob das Serum direkte oder indirekte 
Reaktion ergibt. Das auf diese Weise der Bestimmung entfallende 
Bilirubinquantum ist nicht gleichmaBig, sondern in verschiedenen 
Seren in gréBtem Mabe unbestandig. 

3. Laut Originalvorschrift muB das Serum etwa fiinffach ver- 
dimnt werden, wodurch bei Seren von geringem Bilirubingehalt bis 
zur Unbestimmbarkeit schwache oder zweifelhafte, eventuell negative 
Reaktionen in Erscheinung treten. 

Diese Schwierigkeiten und Fehlerquellen beeinflussen derart die 
quantitative Bilirubinbestimmung, daB die Ergebnisse selbst die fiir 
klinische Zwecke erforderliche Genauigkeit nicht erreichen. 

Thannhauser und Andersen verwenden zwecks Auecholtung der ver- 
schiedenen Farbennuancen der zu bestimmenden und zu vergleichenden 
Fliissigkeiten ein stark saures Medium. Bei dieser Methode jedoch muB 
die Vergleichsfliissigkeit so oft erneuert werden, daB deren klinische Ver- 
wendbarkeit zweifelhaft ist. 

Die Fehlerquelle, welche dadurch entsteht, daB mit dem durch 
Einwirkung des Alkohols prazipitierten Eiwei8 auch Bilirubin ausfallt, 
soll dadurch behoben werden, daB das Serum — im Falle direkter 
Reaktion — vorerst im Uberma8 mit Diazomischung vermengt wird, 
weil angeblich das vor der Eiweibprazipitierung bereits entstandene 
Azobilirubin, welches im Gegensatz zu Bilirubin in Alkohol gut léslich 
ist, mit Eiweif zusammen nicht mehr prazipitiert. Eine ahnliche 
Modifikation empfehlen Greppi und de Micheli auch bei solchen Seren, 
welche eine indirekte Diazoreaktion ergeben. Diese Autoren haben 
das Medium mit der Diazomischung so stark angesiuert, daB selbst bei 
Zugabe von Alkohol kein Prazipitat entstand. In diesen Fallen jedoch 
erschwert die Bestimmung einerseits der violette Farbenton und anderer- 
seits die leimartige Konsistenz der Fliissigkeit. 

Adler und Meyer behaupten, daB in der laut Vorschrift von van den Bergh 
und Thannhauser bereiteten Vergleichslésung ein Teil des Bilirubins bei 
Chloroformverdunstung verschwindet, deshalb verdiinnen sie die konzen- 
trierte Chloroformbilirubinlésung mit so groBen Alkoholmengen, in welchen 
auch das Chloroform léslich ist. 
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Zur Verringerung der Fehlerquelle, welche dadurch entsteht, da} 
mit dem EiweiSprazipitat auch Bilirubin ausfallt, empfehlen Adler 
und Meyer vor der Bestimmung eine méglichst starke Verdiinnunyg 
des Serums mit Wasser. 


Dieses Verfahren verhindert zwar nicht, verringert jedoch die 
durch Ausfall von Bilirubin verursachte Fehlerquelle, kann aber nur 
bei stark ikterischen Seren angewendet werden, weil, wie bereits oben 
erwahnt, schon die fiinffache Verdiinnung der Originalmethode die 
Bestimmung von geringen Bilirubinmengen unméglich macht. Anderer. 
seits miiBte bei stark ikterischen Seren, bei welchen hochgradige Ver- 
diinnung méglich, sogar notwendig ist, nebst den erhaltenen Resultaten 
auch der Grad der Verdiinnung angegeben werden, weil sich ent- 
sprechend den verschiedenen Verdiinnungen auch verschiedene Resultate 
ergeben, wie untenstehende Tabelle I erweist. 


Tabelle 1. 





Alkoholbestimmung 


1:1 1:2 3B: 
Verdiinnung Verdunnung Verdiinnung 
mg-Proz. mg-Proz. mg-Proz. 


4,13 4,96 6,0 31,2 
6,58 8.7 10,12 34.9 


Wie ersichtlich, stehen wir nicht unbedeutenden und vom prakti- 
schen Gesichtspunkt nicht gleichgiiltigen Abweichungen gegeniiber, 
sondern stoBen auf so bedeutende Fehlerquellen, welche die Ermittlung 
selbst annahernd entsprechender Resultate unméglich machen. Wir 
haben somit nachgewiesen, daf es weder mit dem Originalverfahren, 
noch mit dessen verschiedenen Modifikationen gelingt jene gréBte 
Fehlerquelle auszumerzen, welche dadurch entsteht, daB mit dem 
EiweiBprazipitat eine namhafte Menge von Bilirubin ausfillt. Es 
schien daher notwendig, ein solches Mittel zu finden, welches ohne 
EiweiBprazipitierung die Bestimmung der ganzen Bilirubinmenge 
erméglicht, ohne Riicksicht darauf, ob sich eine direkte oder indirekte 
Reaktion ergab. 

Adler und Strauss haben als erste beobachtet, daB mittels Purinderivaten 
indirekte Reaktion ergebendes Bilirubin durch Umwandlung des kolloidalen 
Zustandes des SerumeiweiBes in solches von direkter Reaktion verwandelt 
wird, ebenso wie es durch Alkohol geschieht. Lepehne hat, gestiitzt auf 
diese Tatsache, ein Verfahren zur Ermittlung der qualitativen Reaktion 
des Serumbilirubins ausgearbeitet. Enriques hat im Jahre 1923 empfohlen, 
da8 zur quantitativen Bestimmung des Bilirubins ein Verfahren aus- 
gearbeitet werde, bei welchem statt Alkohol Coffein verwendet wird, was 
jedoch Lepehne nicht gelungen ist. 
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i. 

Bei den mit Hilfe des Awuthenriethschen Kolorimeters vor- 
genommenen Bestimmungen haben wir immer eine 20proz. wisserige 
Lésung von Coffeinum Natrium-Benzoicum verwendet. Vollkommen 
gleiche Resultate haben wir jedoch auch mit 20proz. Lésung von 
Coffeinum Natrium-Salicylicum erhalten. Das zitronensaure Salz von 
Coffein sowie Theobrominum Natrium-Salicylicum haben jedoch keine 
verwendbaren Farbennuancen ergeben. Bevor wir die Bestimmung 
des Bilirubingehalts der Seren in Angriff genommen haben, muBten 
wir mit Hilfe von kiinstlichen Bilirubinlésungen bekannter Kon- 
zentration eine Skala herstellen. Die Lésungen wurden mit dem von 
der Firma Hellige bezogenen, fiir Zwecke der Authenriethschen Kolori- 
meter in Verkehr gebrachten Standardkeil verglichen. Die Bereitung 
dieser Lésungen geschah, indem wir 0,01 g Bilirubin in 100 ccm n/100 
NaOH auflésten und mit destilliertem Wasser weiter verdiinnten. 
Die Fertigstellung der Skala mu8 mit gréBter Geschwindigkeit ge- 
schehen. Es geniigt, drei Bestimmungen zu machen, was am besten mit 
Lésungen von 0,8, 1,2 und 1,6 mg-Proz. geschieht, es ist aber wichtig, daB 
der ganze Vorgang innerhalb 10 Minuten beendet ist. Die Verdiinnung 
geschieht in einer Dunkelkammer, und nur nach Beigabe des Diazo- 
reagens sol] das Resultat bei Tageslicht abgelesen werden. Die alkalische 
Bilirubinlésung unterliegt namlich ziemlich rascher Verwandlung und 
zeigt eine bedeutend schwiichere Farbenreaktion als die, welche der 
Bilirubinmenge entsprechen wiirde. Selbstverstandlich wurde die Skala 
mit den gleichen Mengen von Bilirubinlésung, Coffein und Diazo- 
reagens fertiggestellt, wie zur Bestimmung von Seren und Duodenal- 
siften verwendet wurden: 0,50 ccm Bilirubinlésung + 0,50 ccm 20proz. 
Coffeinlésung + 0,20cem Diazomischung. Vollkommen gleiche Resultate 
erzielten wir, wenn die Liésungen in anderen Quantitaéten, jedoch im 
selben Verhaltnis verwendet wurden, z. B. 0,25ccm Bilirubinlésung 
+ 0,25 cem 20proz. Coffeinlésung + 0,10 com Diazomischung. Dasselbe 
bezieht sich selbstredend auch auf Seren und Duodenalaiafte. 

Die Richtigkeit unserer Skala und dementsprechend die Ver- 
trauenswiirdigkeit unserer Resultate haben wir mit Hilfe der von der 
Firma Hellige gesandten Skala fiir Alkoholbestimmungen kontrolliert. 
Deshalb haben wir nach der van den Bergh-Thannhauserschen Vor- 
schrift Bilirubinlésungen in Chloroformalkohol unbekannter Kon- 
zentration hergestellt und dieselben gleichzeitig mit Hilfe sowohl von 
Alkohol als auch von Coffein bestimmt. Die erzielten Resultate zeigt 
Tabelle IT. 

Wie ersichtlich, iibersteigt die Divergenz der Resultate in keinem 
einzigen Falle 5Proz. und auch diese erscheint teils zugunsten der 
Alkohol-, teils zugunsten der Coffeinbestimmung. Diese Differenzen 
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Tabelle II. 





Alkoholbestimmung Coffeinbestimmung 
mg-Proz. mg-Proz. 


0,87 0,89 
1,83 1.88 
2.75 2:89 
2.88 2:76 
3,44 3,52 
5,38 5,18 
5,92 6,00 
6,36 6,65 
11,92 12,20 
10 13,00 13,25 


Zz 
ba) 


CBeBADMs Wr 


sind itibrigens so geringfiigig, daB dieselben bei einer kolorimetrischen 
Bestimmung als natiirlich zu betrachten sind. 

Die Vertrauenswiirdigkeit unserer Skala ist somit erwiesen, wir 
kénnen nunmehr auf unsere Bestimmungen in Seren und Duodenal. 
siften tibergehen. 

Solche Sera, welche bereits makroskopisch ikterisch erscheinen, 
sowie Duodenalsiafte sind vor der Bestimmung mit destilliertem Wasse: 
zu verdiinnen, und zwar so lange, bis die Bilirubinkonzentration in 
den Rahmen der Skala fillt. Vom verdiinnten Serum oder Duodenal. 
saft kommen 0,50 ccm unmittelbar in den Trog des Apparats, dazu 
nehmen wir 0,50 ccm 20 proz. Coffeinum Natrium-Benzoicum und sodann 
0,20 ccm Diazoreagens. Die Farbenreaktion erreicht in einigen Sekunden 
ihr Maximum und gelangt zur Ablesung; das Medium ist vollkommen 
durchsichtig und die Farbennuance ist mit der der Vergleichslésung voll- 
kommen identisch. Manche Sera euthalten jedoch gréBere Mengen 
von Lutein, wenn diese gleichzeitig einen sehr niedrigen Bilirubin- 
spiegel haben, erscheint ein braunroter Farbenton, welcher die Be- 
stimmung erschwert. Diese kleine Schwierigkeit kann jedoch leicht 
beseitigt werden, wenn wir hinter den Vergleichskeil ein ebenso ver- 
diinntes Serum stellen, oder noch einfacher, wenn wir das weiBe Milch- 
glas des Authenriethschen Kolorimeters durch ein lichtbraunes, griinlich 
nuanciertes Milchglas ersetzen. 

Nach Besprechung unseres Verfahrens gehen wir auf die Mitteilung 
der Resultate iiber, welche wir bei Seren und Duodenalsaften erhalten 
haben, indem wir stets die mit Alkohol und die mit Coffein erzielten 
Ergebnisse miteinander vergleichen’). 

1) Die Alkoholbestimmungen haben wir laut Originalvorschrift der durch 
die Firma Hellige in Verkehr gebrachten Skala vorgenommen, und zwar 
zu 0,50cem Serum lcem Alkohol gegeben; nach Zentrifugierung haben 
wir leem der verbleibenden Fliissigkeit in den Trog gebracht, sodann 
wurden 1 cem Alkohol und 0,30ccm Diazolésung beigegeben. Das Ab- 
lesen erfolgte stets nach 3 Minuten. 
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1. Sera mit direkter Diazoreaktion. 


Tabelle 111. 





|| Alkohole —_Coffein- 
Diagnose |bestimmung bestimmung 


l mgProz. mg-Proz. Proz. 


Differenz Prompt oder 
verzOgert 


ee 6,0 10,95 45,2 Prompt 
L. K., cholelithiasis . . 3,46 6,45 46.3 ‘ 
P.M., cholangitis 
purulenta 4,9 8,97 45,3 . 
J. B., adhaesiones 
periduod. 5,0 78 35,9 
F. P., ict. cat. 32,84 44,7 26,5 
I.G., ict. cat. 7,52 13,6 44,7 
M.M., myodeg. cordis . 3,06 5,04 39,3 
A. Fs myodeg. cordis . . 1,65 2.88 42.7 Verzégert 
H.Sch., ict.cat. . ... 11,0 18,96 42.5 Prompt 
J. B., cholangitis 
purulenta 78 12,87 39,4 “ 
J. Sz., icter.cat. . ... 10,12 14,7 312 ce 
I. 8., cirrhosis hep. 
cardiaca 1,27 2,24 43,3 Verzégert 
H. Sch., ict.cat. .... 6,49 10,52 37,3 Prompt 
P.M., cholangitis 
purulenta 9,54 16,25 413 
J. B., ict. cat. 2,27 4,03 43,7 
F. P., ict. cat. 11,85 21,75 45,04 
L. A., ict.toxica . .. . 9,66 16,64 41,9 
L.Sz., ict. 7,84 13,4 415 
R. P., cholelithiasis . . 11,73 18,8 37,6 
H. Sch., ict. cat. . . . . 8,2 143 42,6 


Im Falle direkter Bilirubinimie haben die mit Coffein erzielten Re- 
sultate die mit Alkohol erzielten Ergebnisse stets mit 35 bis 45 Proz. iiber- 
stiegen, nur im Falle Nr. 5, wo hochgradige Gelbsucht vorhanden war, 
verringerte sich die Differenz auf 26 Proz. Diesen Umstand erklart jedoch 
in befriedigender Weise der auBergewohnlich hohe Bilirubinspiegel, welcher 
eine 12fache Verdiinnung erméglichte und so die Fehlerquelle der Alkohol- 
bestimmung wesentlich verringerte. Um die bei der Alkoholbestimmung 
ausfallende Bilirubinmenge zu ermitteln, haben wir das Alkoholprazipitat 
des Serums zum Gegenstand der Untersuchung gemacht. Hierzu haben 
wir 1 cem Coffeinum Natrium-Benzoicum und 0,20 ccm Diazolésung. bei- 
gegeben und in jedem Falle eine auBerordentlich lebhafte rote Farben- 
reaktion erhalten, wodurch die bedeutende Menge des durch Eiwei8prizi- 
pitation ausfallenden Bilirubins erwiesen ist. 


2. Sera indirekter Reaktion mit erhéhtem Bilirubingehali (s. Tabelle TV). 


Wie ersichtlich, sind die mit Coffein erhaltenen Resultate auch in diesen 
Fallen um 15 bis 25 Proz. héher als bei Alkoholbestimmung. Die bei letzterem 
Verfahren erhaltenen Niedersehlage haben wir auch immer auf deren Bih- 
rubingehalt hin untersucht und jedesmal das Entstehen ausgeprochen 
rosafarbener Reaktion beobachtet, wohl war diese Reaktion nicht so lebhaft 
als in Fallen direkter Reaktion. Auf Grund dieser Erfahrung ist es uns 
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Tabelle IV. 





Diagnose 


Zz 
ba 


| Atkohole | — Colfeine 
bestimmung bestimmung 
| mg-Proz. mg-Proz. 


K.F., ye 4 cordis . 

K. Os., 

L.A, oy cordis . 

A, R. ec, ventric, . , 

E. L., ” diabetes mellitus ‘ 

F. D. cholecystitis . . 

a. W., diabetes mellitus A 

E.L., uleus duod. .. . 23,1 
J.H., morbus Basedow. ‘ 18,7 
E.J., nephritis . . » ' 24.5 


SCOMAIDUN ew 


unverstandlich, wie van den Bergh, Thannhauser und Andersen der Ansicht 
sein kénnen, da8 Bilirubin indirekter Reaktion in dem durch Alkohol 
verursachten EiweiSniederschlag nur in belanglosen Spuren auffindbar 
ist. Es ist nicht zu bestreiten, daB der EiweiBniederschlag von Seren 
direkter Diazoreaktion eine lebhaftere Farbenreaktion ergibt als Sera 
indirekter Reaktion, jedoch ist es uns auch in letzteren Fallen stets ge- 
lungen, im Niederschlag das Bilirubin nachzuweisen. 

Einen glainzenden Beweis der Richtigkeit vorstehender Behauptung 
gibt der Fall Nr. 7 in der Tabeile der direkten und Fall Nr. | in der Tabelle 
der indirekten Reaktionen. In beiden Fallen ergaben sich bei Coffein- 
bestimmung Resultate von etwa 5mg-Proz. Mittels Alkoholbestimmung 
konnten wir im Serum direkter Reaktion 3,06 mg-Proz. (— 39,3 Proz.), 
im Serum indirekter Reaktion 3,97 mg-Proz. (— 20,6 Proz.) Bilirubin nach- 
weisen. Die Untersuchung der Niederschlige erklart die verschiedenen 
Resultate der Alkoholbestimmung, welche in beiden Seren beilaufig gleichen 
Bilirubingehaltes gewonnen wurden. Die Aufarbeitung dieser Seren ergibt 
namlich im Prazipitat des Serums direkter Reaktion lebhaft rote, in jenem 
indirekter Reaktion nur rosafarbene Farbennuance. 


3. Normalsera. 

Wir haben 50 solche Fille zum Gegenstand der Bestimmung gemacht. 
bei welchen die klinische Untersuchung auf vollkommen gesunde Leber 
schlieBen lieB. Von diesen veréffentlichen wir aus technischen Griinden 
nur 20 (s. Tabelle V). 

Die Werte variieren zwischen 0,8 und 2 mg-Proz. Die Alkohol- und 
Coffeinbestimmung zeigt eine Divergenz von 15 bis 25 Proz. Hervor- 
zuheben ist, daB bei vielen Seren, deren Bilirubingehalt mittels Alkohol 
unbestimmbar, in manchen Fallen sogar negativer Reaktion war, mit 
Hilfe des Coffeins immer sichere und gut bestimmbare Resultate erreicht 
wurden. Wir haben auch jene Krankheiten zum Gegenstand der Unter- 
suchung gewahlt, bei welchen einzelne Autoren (Hetényi) Verringerung 
des Serumbilirubinspiegels, andere sogar (Conti und Galassi) negative 
Reaktion ermittelt haben. Bei Fallen von schwerer Tuberkulose, Nephritis 
_ und .kachektischer Zusténde haben wir tatsichlich oft geringe Werte er- 
halten, die Bilirubinmenge war jedoch selbst in Fallen negativer Alkohol- 
bestimmung mit Coffein immer mit Sichorheit bestimmbar. 
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Tabelle V. 
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4. Duodenalsdjte. 
Tabelle VI. 





Alkohol- Coffein- , 
Diagnose | bestimmung | bestimmung Differenz 


mg-Proz. mg-Proz. Pros. 


| Sch. R., ict. cat. 4,92 
1D. H.,, ict. cat. .. 22,17 


A. M., cholangitis purulenta . 47,65 
L. A., ict. toxica Biesengatle : 93,31 
L.A., ict. toxica Lebergalle . . 11,33 
M.A., ict. cat 37,14 37,62 


Bei Untersuchungen von Duodenalsaften hat unser Verfahren und die 
Alkoholbestimmung einander nahestehende Resultate ergeben, was auch 
natiirlich ist, weil in der Mehrzahl der Fille die Beigabe von Alkohol keinen 
Niederschlag erzeugt und demnach vom Standpunkt der Untersuchung 
diese ebenso wie kiinstliche Bilirubinlésungen zu betrachten sind. 


Zusammenfassung. 


Unser Verfahren bietet mehr als die allgemein gebrauchliche 
Alkoholbestimmung von Bilirubin: 

1. Weil wir durch dasselbe den ganzen und faktischen Bilirubin- 
gehalt bestimmen, indem die Eiwei®prazipitation und der bei derselben 
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unvermeidliche Bilirubinverlust vermieden wird. Die Basis des Ver. 
fahrens ist die Verinderung des kolloidalen Zustandes des Serum. 


eiweiBes. 

2. Weil zur Bestimmung 0,25ccm Serum geniigt, welches durc 
einen Stich in den Finger mit der Frankeschen Lanzette gewonnen 
wird; das aussickernde Blut wird in einer U-Kapillarréhre aufgefangen, 
wodurch Venenpunktion zu vermeiden ist. Dieses Verfahren bietet 
demnach auch die Méglichkeit von Serienbestimmungen. 


3. Weil dasselbe nebst Genauigkeit, durch Ausschaltung de 
Zentrifugierung eine einfachere und raschere Bestimmung ermdglicht 
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Eine einfache Methode 
zur raschen und verla6lichen Bestimmung des Stickstoffs 
im Harne und Blute. 


Von 
Richard Foit. 
(Aus dem medizinisch-chemischen Institut der Karls-Universitaét in Prag.) 
(Eingegangen am 21. Dezember 1925.) 
Mit 2 Abbildungen im Text. 


Zurzeit werden die Stickstoffbestimmungen zumeist mittels der 
Kjeldahlschen Methode durchgefiihrt, jedoch beansprucht dieselbe bei 
genauer Durchfiihrung ziemiich viel Zeit, und viele Kliniker sind darum 
genétigt, auf zahlreichere Stickstoffbestimmungen zu verzichten oder 
sich mit verschiedenen Modifikationen des Knopp-Hiifnerschen Ver- 
fahrens zu begniigen, deren Resultate aber keinen besonderen Anspruch 
auf Genauigkeit erheben kénnen. 

Darum war ich bestrebt, den Biochemikern und besonders den 
Klinikern eine einfache und gar nicht zeitraubende Methode zur Ver- 
fiigung zu stellen, welche auch bei kleinen Mengen von Stickstoff 
(0,2 bis 10,0 mg) gute Resultate liefert und bei verschiedensten bioche- 
mischen Stickstoffbestimmungen Anwendung finden kann. 


Prinzip der Methode. 


Die Durchfiihrung besteht aus zwei Etappen: 
Die erste ist die energische Oxydation der untersuchten Substanz, 
und die Uberfiihrung des Stickstoffs in die Form eines Ammonsalzes. 


Zweite Etappe: Einwirkung von Bromlauge auf das entstandene 
Ammoniumsulfat und volumetrische Bestimmung des Stickstoffs. 
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Die erste Etappe wiirde im Prinzip nichts Neues bedeuten, aber 
ihre Durchfiihrung geschieht auf einer neuen Grundlage. 

Ich verwende: 

a) nur eine kleine Menge von Schwefelsdure, 

b) keinen Katalysator, 


c) hochprozentiges Wasserstoffsuperoxyd zur Verstdirkung der Ory. 
dation und fiige dasselbe nur dann zu, wenn die Zerstérung schon weit 
fortgeschritten und fast der gesamte Kohlenstoff ausgeschieden ist 


d) Das Verbrennungskélbchen wird iiber einer kleinen, freiey 
Flamme erhitzt und wird mittels eires U-férmig mehrmals zusammen. 
gelegten Papierstreifens oder mittels eines Eprouvettenhalters in der 
Hand gehalten. Das Kélbchen hat einen Inhalt von 50 ccm, ist aus 
Jenaer Glas verfertigt und hat eine dem Kjeldahlkolben ahnliche Form 
(Der Unterschied ist nur klein und es kann eventuell auch ein gewoéhn- 
licher Kjeldahlkolben von 50 ccm Inhalt verwendet werden.) 


Bemerkungen : 


Zu a. 15 bis 20 Tropfen konzentrierter Schwefelsiure geniigen bei 
einem Stickstoffgehalt von héchstens 0,01g vollkommen zum Kjeldahli- 
sieren der untersuchten Substanz und zum Binden des entstandenen 
Ammoniaks. 


Zu b. Die Katalysatoren beschleunigen zwar die Oxydation, 
binden aber oft — und zwar genug fest — das Ammoniak, und viele 
Autoren verzeichnen gelegentlich verhiltnismaBig hohe Stickstoff- 
verluste (5 bis 6 Proz.), welche sie der Verwendung von Katalysatoren 
zuschreiben (Fleury, Levaltier u.a.). Bei dieser Methode entfallen die 
Katalysatoren schon auch darum, weil die Kjeldahlisation auch ohne 
dieselben eine vollkommene ist ; sogar auch bei chemischen Verbindungen, 
deren Verbrennung durch die Kjeldahlmethode iiberhaupt nicht oder nur 
schwer méglich ist. Z.B. ac. phenyleinchoninicum, Tryptophan 
(Neuberg, Popowski). 

Zu ec. Unter allen Oxydationsmitteln bewihrte sich am _ besten 
das 30proz. Wasserstoffsuperoxyd wegen seiner machtigen Oxydations- 
kraft und deshalb auch, weil es keine den Verlauf der Reaktion stérende 
Wirkungen ausiibt. Es hat auch den Vorteil, da8 man es bei schwer 
verbrennlichen Substanzen auch mehrmals nacheinander hinzufiigen 
kann. 

Zu d. Ein Verbrennungskélbchen von 50 ccm erwies sich als das 
vorteilhafteste nach zahlreichen Versuchen. Das Erhitzen iiber einer 
kleinen freien Flamme hatte niemals die von vielen Forschern be 
fiirchteten Stickstoffverluste zur Folge. 
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Die zweite Etappe (volumometrische Bestimmung des Stick- 
stoffs mittels Bromlauge) wird in einem besonderen Apparat ') 
(siehe Abb. 1) durchgefiihrt?). Kalibriert ist das Rohr folgender- 
maBen: Uber dem Hahn mit Teilstrichen zu 0,l ccm bis auf 
6,0cem; unter dem Hahn genau so bis auf 10 ccm; der verengte 
Teil unter dem Hahn ist geteilt zu 0,02 cem, so da8 Unterschiede 
von 0,01 ccm (etwa 0,01 mg) deutlich abgelesen werden kénnen. 


Der Apparat wird an einem Stativ befestigt; am 
besten in einer Federklemme, damit er mit einem Griff 
frei gemacht oder befestigt werden kann. y 

In den unteren Teil des Rohres l48t man von oben 
die kjeldahlisierte Fliissigkeit und nachher noch zweimal je 
5cem Bromlauge hinzuflieBen. Nach einer Weile schiittelt 
man das ganze gut durch, um auch die letzten Reste des 
gasférmigen Stickstoffs frei zu machen. Dann tiberschichtet 
man von obenher das Gemisch mit destilliertem Wasser 
von einer uns bekannten Temperatur. Dann hilt man 
die untere Offnung des Apparats zu und éffnet den Hahn. 
Uber diesem sollen sich dabei 2 bis 3 Tropfen Wasser be- 
finden. Dadurch bekommen wir den gasférmigen Stickstoff 
unter den auBeren (barometrischen) Druck. Die Temperatur 
des Gases entspricht der Temperatur des beigefiigten 
destillierten Wassers, der Wasserdampfdruck wird gemaB 
der Temperatur festgestellt, und den barometrischen 
Druck liest man am Queckeilberbarometer ab. Nun sind 
simtliche Daten vorhanden, um nach folgender Formel 





g = 0,001 2505 a sa ~"y ee das Gewicht des 


abgemessenen Gases berechnen zu kénnen. Abb. 1. 

Bei dieser volumetrischen Bestimmung ist ein be- (Sebematisch.) 
sonderes Gewicht auf folgende drei Umstande zu legen: 

1. Das Durchschiitteln des Apparats nach Zusatz der Bromlauge 
ist wichtig, um die Gesamtmenge des Stickstoffs zu erhalten. Darum 
wurde bei der Konstruktion des Azotometers die notwendige Mobilitat 
so sehr beriicksichtigt. 

2. Der zweite wichtige Umstand ist das Sammeln des Stickstoffs 
tiber Wasser. Dadurch werden zwei Nachteile behoben. Zunichst wiirde 
der Dampfdruck iiber dem Laugengemisch nicht zu errechnen sein, da 


1) Erzeuger Alois Kreidl, Prag. 

*) Andere ahnliche Apparate (Knopp-Hiijner, Kowarski) ergeben fehler- 
hafte Resultate und werden darum fii genaue Arbeiten mit Recht nicht 
verwendet. 

11* 
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er wegen der wechselnden Konzentration nicht immer proportional 
zur Temperatur wire. Weiter bringen wir die Temperatur des Gases 
durch das Wasser sofort auf einen uns bekannten Grad; sonst 
miBten wir lange warten, bis der durch die Lauge erwirmte Apparat 
seine Wirme mit der der Umgebung ausgleicht. 


3. Feigl und Weise!) berichten, daB bei Einwirkung von Bromlauge 
auf organische Substanzen ein Teil des Stickstoffs mit Kohlenstoff 
Cyanverbindungen bildet und uns hierdurch bei der Volumenmessuny 
entgeht. Dieser bemerkenswerte Fehler ist bei dieser Methode auch 
ausgeschaltet, da in den Apparat nur eine vom Kohlenstoff vollstiandig 
befreite Substanz eingefiihrt wird und somit die Bildung von Cyan- 
verbindungen ausgeschlossen ist. 


Durchfiihrung der Stickstoffbestimmung. 
Benétigte Reagenzien : 


1. Reinste konzentrierte Schwefelséure in Tropfflasche. 


2. 30proz. Wasserstoffsuperoxyd (,,Perhydrol‘‘ Merck), auch in Tropt- 
flasche. 


. Eine gesattigte Lésung von chemisch reinem NaC1?). 


4. Bromlauge, d. h. ungefihr 20 Tropfen (lccm) Brom auf 10 cem 
40proz. chemisch reiner Natronlauge (Merck). 


Von der zu untersuchenden Substanz nimmt 
man womédglich so viel, daB sie 1,0 bis 10,0 mg 
Stickstoff enthalte. Die Substanz (z. B. % ccm 
Harn) wird in das Verbrennungskélbchen ein- 
gefiihrt und 15 Tropfen Schwefelséure zugesetzt ; 
um den Hals des Kolbens legt man einen mehr- 
mals zusammengelegten Papierstreifen (Abb. 2), 
halt damit den Kolben und erhitzt iiber einer 
kleinen Flamme unter dem Abzug, bis samtliches 
Wasser verjagt ist. Dabei bewegt man den 
Kolben so, da8 der Inhalt in standiger Bewegung 
sei und die Seitenwinde bespiilt. Dadurch ver- 
hiitet man ein eventuell zu starkes Schiumen 
oder ein ,,Anbrennen“. Bis der Inhalt schon 
geniigend eingedickt ist, beginnt er zu dunkeln durch den ausgeschiede- 
nen Kohblenstoff. Kurz darauf bleibt im Kolben eine Filiissigkeit, 
welche gréBtenteils nur mehr aus Schwefelséiure besteht, deren Dampfe 


Abb. 2. 


1) Abderhaldens Handb. d. biol. Arbeitsmeth. Abt. IV, Teil 4, S. 740. 

*) Eine geeignete Kochsalzlésung kénnen wir uns auch aus gewoéhn- 
lichem reinen Kochsalz derart bereiten, daB wir zu der mit diesem Kochsalz 
im Kochen geséttigten Lésung 50 ccm 40proz. Natronlauge pro Liter bei- 
fiigen und weitere 10 Minuten kochen. Dann lassen wir die Lésung 3 bis 
4 Stunden stehen und gieBen die klare Schicht in eine besondere Flasche 
ab. Eine Filtration ware schwer durchfiihrbar. 
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sich auf den Kolbenwanden niederschlagen und an diesen als Schwefel- 
siure ruhig herunterflieBen. Man erwirmt so noch eine halbe Minute 
und 148t dann den Kolben eine viertel Minute auskiihlen. Nun l48t man 
vorsichtig 2 bis 3 Tropfen H,O, in das Kélbchen laufen, worauf der Inhalt 
seine Farbe verliert. Falls dies nicht geniigen sollte, setzt man noch 2 bis 
3 Tropfen zu. Dann erwirmt man das Kélbchen wieder iiber der Flamme, 
verjagt dadurch das Wasser und erhitzt 1 bis 2 Minuten so weit, bis die 
Kondensation der Schwefelsiuredimpfe wieder sichtbar wird. (Im Falle, 
daB auch jetzt noch der Inhalt braun oder triibe sein sollte, mui man die 
Oxydation mit dem H,O, wiederholen. Diese Notwendigkeit tritt jedoch 
bei biologischem und klinischem Untersuchungsmaterial selten ein.) 


Dann l4Bt man das Kélbchen | bis 2 Minuten auskiihlen. 


Wahrend dieser Zeit macht man das Azotometer bereit, indem man 
in den unteren Teil bis zum Hahn die konzentrierte Kochsalzlésung einsaugt. 
Dies geschieht so, daB man das untere Ende des Azotometers in die Koch- 
salzlésung eintaucht, den Hahn éffnet, die obere Offnung des Rohres mit 
dem Daumen verschlieBt, und an dem kleinen abgezweigten Réhrchen 
saugt man dann die Kochsalzlésung bis zum Hahn herauf. Dann schlieBt 
man den Hahn und schiittet die iiber ihn gelangte Fliissigkeit weg und 
spilt den oberen Teil der Réhre mit Wasser aus. Dann fiillt man in den 
oberen Teil ungefahr 3 ccm destilliertes Wasser und la48t dasselbe durch 
einfaches Offnen des Hahnes in den unteren Teil vorsichtig hineinlaufen. 


Nun setzt man zu dem inzwischen etwas abgekiihlten Ké6lbchen- 
inhalt vorsichtig 3 bis 4ccm destilliertes Wasser hinzu und 14Bt dieses 
zum gréBten Teil verdampfen. Dies ist notwendig, um die letzten Spuren 
des Wasserstoffsuperoxyds zu beseitigen. 


Der Inhalt des Kélbchens wird nun vorsichtig mit destilliertem Wasser 
auf etwa 3ccm verdiinnt'), sodann in den oberen Teil des Azotometers 
iibergossen und in langsamem Strome in den unteren Teil iiberfiihrt. Dann 
gibt man 2 bis 3 ccm destilliertes Wasser in den Kolben, spiilt ihn damit 
gut durch, gieBt es wieder in den oberen Teil des Apparates und 146t dieses 
Spiilwasser auch in den unteren Teil hineinflieBen. Dieses Durchspiilen 
des Kélbchens wiederholt man auf diese Weise noch zweimal (eventvell 
dreimal). Auf diese Weise wird die ganze untersuchte Substanz quantitativ 
in den Apparat iiberfiihrt. Dabei kénnen immer | bis 2 Tropfen Fliissigkeit 
iiber dem Hahn bleiben, ohne das Resultat zu beeintrichtigen. 


Nun bringt man in den oberen Teil des Azotometers 5 bis 6 ccm Brom- 
lauge und 14Bt davon 5 ccm in den unteren Teil flieBen, darauf fiillt man 
den oberen Teil wieder mit Bromlauge auf etwa 5 ccm, welche man dann 
in etwas rascherem Strome hineinflieBen l4Bt. Nun 148t man den Apparat 
1 bis 2 Minuten stehen, bis die Gasblaschen zum gréBten Teil das Fliissig- 
keitsniveau erreicht haben. Dann wird der Apparat aus der Klemme ge- 
nommen, und indem er noch vertikal gehalten wird, verstopft man die 
untere Offnung mit dem Daumen; dann neigt man den Apparat fast in 
die Horizontale und schiittelt ihn in der Langsrichtung 10 Sekunden 
tiichtig durch, um so sémtlichen Stickstoff zu sammeln. Dabei mu8 aber 
die Schlinge nach unten gerichtet sein, damit in dieselbe weder Stickstoff 


1) Es ist empfehlenswert — nach erfolgter Verdiinnung —— das Kd6lbchen 
unter der Wasserleitung kurz abzukiihlen. 
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noch Luft gelangen kann. Dann stellt man den Apparat vertikal auf dic 
Dauer von etwa 4, Minute und la6t erst jetzt die untere Offnung frei. 
Falls sich im Apparat weniger als 1 ccm Gas befindet, miissen wir ein. 
bis zweimal das Schiitteln wiederholen. Eventuell an der Réhrenwand 
haftende Blaschen entfernt man so, daB man den Apparat bei zugehaltener 
unterer Offnung in die Horizontale neigt und die groBe Gasblase entlang 
der Réhrenwand gleiten 148t; dadurch werden simtliche kleine Blaschen 
mitgenommen. Bei allen diesen Handgriffen muB6 verhiitet werden, daS 
Luft in den Apparat eindringe oder Stickstoff entweiche. Dies wird leicht 
gelingen, wenn man darauf achtet, die Schlinge in der Horizontallage immer 
nach unten gerichtet zu halten. 


Nun gibt man den Apparat wieder in die Klemme und fiillt in den 
oberen Teil 3 bis 4 ccm destilliertes Wasser, welches man langsam bis 
auf einen kleinen Rest — in den unteren Teil flieBen 14Bt, um so die Lauge 
mit destilliertem Wasser zu iiberschichten; auf diese Weise bekommt man 
den Stickstoff iiber Wasser. Da er aber unter dem negativen Drucke der 
unter ihm befindlichen Fliissigkeitssiule ist, mu8 diese Druckdifferenz 
ausgeglichen werden. Dies geschieht so, daB man die untere Offnung zuhiilt 
und den Hahn aufmacht. Dadurch verkleinert sich das Volumen des 
Stickstoffs, welche Verkleinerung sich dadurch kenntlich macht, daB etwa 
0,1 cem Wasser aus dem oberen in den unteren Teil tritt. Nun klopft man 
zwei- bis dreimal mit dem Finger auf den Apparat, um den Wassertropfen, 
welcher sich manchmal unter dem Hahn festhalt, herunterzuschiitteln, 
und nun liest man den unteren Meniskus ab. Die Zahl der abgelesenen 
Kubikzentimeter rechnet man um in Milligramme mit Hilfe der schon 
angefiihrten Formel, oder so, daB man die Anzahl der Kubikzentimeter 
mit der in der unten beigefiigten Tabelle gefundenen Zahl multipliziert. 
So erhdlt man die Menge des in der untersuchten Substanz enthaltenen 
Stickstoffs in Milligrammen.. 

Vom Urin nimmt man */,cem zur Untersuchung. Die ganze Be- 
stimmung dauert 15 bis 20 Minuten. 


Zur Bestimmung des Reststickstof/s im Blute und Punktaten empfehle 
ich eine EnteiweiBung mit 5 proz. Trichloressigséure bei Zusatz von Kaolin’). 
Zur gewohnlichen Reststickstoffbestimmung im Blute ist die dem Apparat 
beigelegte graduierte Versuchsréhre gut geeignet. Man bringt in die Ver- 
suchsréhre ungefahr 4 ccm Blut oder Serum, fiillt mit 5proz. Trichloressig- 
saure bis 20 ccm auf, gibt etwa 1 g Kaolin dazu, schiittelt gut durch und 
iibertragt den Inhalt auf ein Filter. Die ersten 5 bis 6 Tropfen l4Bt man in 
eine separate Eprouvette fallen und schiittet dieselben dann wieder auf 
das Filter zuriick. Von dem Filtrat — welches ganz klar sein mu8 — nimmt 
man 10 ccm mit einer Pipette und iibertrigt diese in das Verbrennungs- 
kélbchen, und die Stickstoffbestimmung wird nun durchgefiihrt, wie sie 
oben beschrieben wurde. Das Resultat multipliziert mit 2, ergibt jene 
Menge Stickstoff, welche in dem zur Untersuchung in die graduierte Versuchs- 
réhre genommenen Blute (Serum, Punktat) enthalten ist. Die Verbrennung 
und Azotometrie solcher Filtrate dauert 5 bis 10 Minuten langer als beim 
Harne (also 25 bis 30 Minuten). Fiir die Genauigkeit der Reststickstoff- 
bestimmung ist die Art der EnteiweiSung sehr wichtig, da die Reststickstoff 
zahl davon sehr abhangt. 


1) Ohne Kaolinzusatz erhalten wir héhere Endresultate. 
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Da diese Methode gerade auch bei kleineren Stickstoffmengen genauere 
Werte liefert als das Mikrokjeldahiverfahren, wurde dieselbe von einigen 
in der Biochemie und der Pharmakochemie arbeitenden Kollegen anstatt 
des Mikrokjeldahls bereits eingefiihrt. 


Die in der Klinik erforderliche Genauigkeit wird bei dieser Methode 
fiinf- bis zehnfach iibertroffen. 


Sie ist auch fiir die rasche und verhaltnismaBig sehr genaue Bestimmung 
des EiweiBes geeignet. 

In den Tabellen I und II sind die Ergebnisse bei einigen Praparaten 
und bei physiologischem Material angegeben. 


Tabelle I. 





Stickstoff 
Die untersuchte Substanz heen |. gefunden a) 


I, he dg na i ek we 8,32 8,34 
. ee ee ee eee 3,16 
° \. + ieee Sie be. ete 2 1,14 
s PPL SE 0441 
* . > loth 0,264 
Asparaginséure . . . 5,26 
Hordeninsulfat ......... 4.90 
Cholinchlorhydrat. ....... 0,225 
Phenyleinchoninséure. . ... . 6,72 


Tabelle 11. 





Menge des zur Untersuchung | 
genommenen Materials fur die | 
. Kontrolle durch | 


Material Untersucht a 
auf eigene Methode 


3 
3 


Kjeldahl |< 


der Unters 


ccm 


0,5 

° hak @ 5—15 
Rinderblut . . . . 05 
- <A - 4 
Rinderplasma ._ Fibrinogen 2—4 
Hundeblut .. . Rest-N 2-4 
Pleuritusexsudat FiweiB 1 
. Rest-N 4 


nd 
arowkerS 


In der letzten Zeit erschien die Arbeit von A. Kultjugin und E. Gu- 
bareff'), die ebenfalls die Veraschung unter Zusatz von Perhydrol emp- 
fehlen, jedoch den Stickstoff nicht volumetrisch, sondern kolorimetrisch 
mit Nesslers Reagens bestimmen, wobei der mittlere Fehler bei sehr leicht 
verbrennbaren Substanzen (Harnstoff, Alanin, Asparagin) mit + 4,3 Proz. 
angegeben wird. 


1) A. Kultjugin und E. Gubareff, diese Zeitschr. 164, 437, 1925. 
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Die Oxydation des Glycerins zu Dioxyaceton durch Bakterien. 


Von 
Artturi I. Virtanen und Brita Biirlund. 


(Aus dem Laboratorium der Butterexportgesellschaft Valio m. b. H., 
Helsinki, Finnland.) 


(Eingegangen am 21. Dezember 1925.) 


Mit 4 Abbildungen im Text. 


Nach G. Bertrand’) kommt einer von ihm aus Vogelbeere (Sorbus 
aucuparia) isolierten Bakterie die Fahigkeit zu, Sorbit zu Sorbose zu 
oxydieren. AuBer Sorbit werden auch andere Alkohole, welche die 

H H 
Gruppe CH,O0 H—C—C-— enthalten, zu entsprechenden, zwei Wasserstoff- 

OH OH 'H OH 
atome armeren Zuckerarten oxydiert, die Gruppe CH,QOH—C—C— 

OHH 

bleibt dagegen intakt®). Bertrand hat mit seiner ,,Sorbosebakterie“, 
welche nach O. Emmerling*) identisch mit B.xylinum (Brown) ist, 
Glycerin, Erythrit, Sorbit und Mannit oxydiert. Aus Glycerinkultur 
hat Bertrand kristallinisches Dioxyaceton in einer Menge von 25 Proz. 
von Glycerin isoliert. 

Die oxydative Fahigkeit des B.xylinum, die zu einheitlichen 
Zuckerarten zu fiihren scheint, ist praparativ sehr wichtig. Wir haben 
deshalb diesen Oxydationsreaktionen besondere Aufmerksamkeit ge- 
widmet und behandeln diesmal die Bildung von Dioxyaceton. Die 
Einwirkung der Wasserstoffionenkonzentration auf die Oxydation des 
Glycerins ist dabei besonders beriicksichtigt worden. 


Das Bakterienmaterial. 
Bei unseren Versuchen kamen zwei verschiedene Bakterien in An- 
wendung. 
1. B. xylinum, das wir Herrn Prof. Dr. F. Ehrlich (Breslau) ver- 
danken. Dieser Bakterie ist charakteristisch die Fahigkeit, zihe 


1) C. r. 126, 842, 984, 1898; Bull. soc. Chim. (3) 19, 502, 1898. 
*) C. r. 126, 762, 1898. 
3) Ber. 32, 541, 1899. 
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Cellulosehautchen zu bilden. Sie ist schon friiher in der Literatur by 
schrieben worden‘). 

2. Eine Bakterie, welche in unserem Laboratorium aus Riibensait 
isoliert wurde. Sie wird von uns wegen ihrer Fahigkeit, Glycerin kraftiy 
zu Dioxyaceton zu oxydieren, als B. dioxyacetonicum bezeichnet. Die 
Isolierung von B. dioxyacetonicum geschah in folgender Weise: 

Frischer Traubensaft wurde bei Zimmertemperatur wahrend 2 Wochen 
unter WatteverschluB bewahrt, wonach ein wenig Essigsiure zugesetzt 
wurde. Nach 5 Tagen wurden aus der Lésung Plattenkulturen in Molke- 
gelatine, deren p,, durch Zusatz von Essigsaure bis etwa py = 5,0 eingestellt 
war, angelegt. Auf den Platten bildeten sich nach einer Woche sehr kleine, 
trépfchenartige Kolonien, welche in 5proz. Glycerinbouillon § geimpft 
wurden. 

B. dioxyacetonicum unterscheidet sich von B. xylinum am deutlichsten 
dadurch, daB8 sie keine zaihen Cellulosehautchen bildet. Zwar entsteht in 
glycerinhaltigem Hefeextrakt auch bei B. dioxyacetonicum zuerst ein 
sehr diinnes Hautchen auf der Oberfliche, es gibt aber keine Cellulose- 
reaktion und sinkt durch leichtes Umschiitteln zu Boden. Ein neues 
Hautchen wird dann nicht mehr gebildet, die Lésung wird nur getriibt. 

Die Form der Zellen ist sehr variierend. Auf Hefegelatineplatten 
gewachsen, sind die Zellen nach 10 Tagen lang, stabférmig, meistens einzeln, 
nach einem Monat kiirzer, oval. In glycerinhaltigem Hefeextrakt sind 
kiirzere oder langere, aus Kurzstaébchen bestehende Ketten zu finden. In 
derselben Nahrlésung, welche n/20 an Phosphat ist, sind die Zellen sehr 
klein, bisweilen nahezu kugelférmig. Die Kolonien auf Wiirzeagar sin« 
nach 4 Tagen tropfenférmig, durchsichtig, 0,5 bis 1,0 mm im Diameter, 
spiter von einem weiBen Hautchen umgeben. 

B. dioxyacetonicum ist beweglich und unterscheidet sich dadurch von 
B. xylinum, das stets unbeweglich ist. Die Beweglichkeit wurde in 6 Tage 
alten Wiirzegelatine-Kulturen untersucht. Das Temperaturoptimum liegt 
bei 25 bis 28°. Bei 10° fehlt das Wachstum ganzlich. bei 13° tritt 
eine geringe Entwicklung ein. Uber 30° ist das Wachstum sehr schwach, 
35° wirken schon tétend. 

Die optimale Wasserstoffionenkonzentration fur das Wachstum und 
auch fiir Dioxyacetonbildung liegt bei py etwa 5,0. Unter p, 2,5 und 
iiber py 7,0 wachst die Bakterie nicht. 

Bei B. xylinum liegt das Wachstumsoptimum auch bei pq etwa 5,0, 
das Optimum der Dioxyacetonbildung dagegen zwischen py 5 und 6. 


Die Bildung von Dioxyaceton mit B. dioxyacetonicum. 


Als Grundnahrlésung kam ein 0,5proz. Wasserextrakt aus Hefe 
in Anwendung. Der Extrakt wurde durch Erhitzen der PreGBhefe in 
Wasser bei 120° wihrend 15 Minuten und darauf folgende Zentrifugierung 
hergestellt. Die Wasserstoffionenkonzentration der Versuchslésungen 
wurde mit verschiedenen Puffern reguliert. Phosphat-, Citrat-, Glykokoll- 
und Acetatpuffer kamen dabei in Anwendung. Die Nahrlisung enthielt 
stets, wenn nichts anderes angegeben, 4,3 Proz. Glycerin. 

Das Volumen der Giirlésung bei jedem Versuch war 50 ccm, und 
die Héhe der Fliissigkeitsschicht, welche auch von Bedeutung fiir dic 


1) Brown, Chem. Soc. 20, I, 8. 638. 
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Oxydation des Glycerins ist (siehe unten), 3em. Die Impfung der 
Bakterien in den bei 120° sterilisierten Nahriésungen geschah mit 
Platinédse. Die Versuchstemperatur bei den Hauptversuchen war 27°. 

Fiir die Bestimmung des Dioxyacetons wurden von Zeit zu Zeit 
Proben von 2ccm, entsprechend 0,086 g Glycerin, aus der Girlésung 
mit steriler Pipette herausgenommen. Die Bestimmung geschah nach 
der tiblichen Zuckerbestimmungsmethode von Bertrand. Die Reduktions- 
kraft des Dioxyacetons wurde zuerst mit méglichst reinem Priparat 
von Dioxyaceton bestimmt. Das angewandte Priparat war aus dem 
durch Hochvakuumdestillation gereinigten Dioxyaceton (siehe unten) 
durch Umkristallisation zuerst aus Alkohol und dann aus Aceton und 
nachfolgende Trocknung im Vakuumexsikkator hergestellt. Die 
Reduktionskraft dieses Priparats ist in der folgenden Tabelle!) zu 
finden. 





Dioxyaceton r Dioxyaceton Dioxyaceton Cu 
mg mg mg mg me 


5 . 25 50 64,7 
10 ‘ 30 60 | 79,8 
15 . 40 70 | 968 


Diese Tabelle ist bei unseren Dioxyacetonbestimmungen in An- 
wendung gekommen. Die Reduktionskraft des Dioxyacetons ist merk- 
wiirdigerweise viel schwicher als die der Hexosen. Sehr verdiinnte 
Lésungen von Dioxyaceton reduzieren Fehlingsche Léisung verhiltnis- 
maBig bedeutend schwiacher als die etwas mehr konzentrierten Lésungen. 

Dioxyaceton reduziert Fehlingsche Lésung schon in der Kilte 
und, wie es scheint, gleich stark wie bei Siedehitze, obwohl die Reduktion 
hierbei viel langsamer als in siedender Lésung vor sich geht. Die 
Reduktionskraft von 10 mg Dioxyaceton entsprach nach etwa 40stiin- 
digem Stehen in Fehlingscher Léisung bei Zimmertemperatur 8,0 mg Cu. 
Die tibliche Zuckerbestimmung, wobei die Lésung 3 Minuten gekocht 
wird, gab 7,9mg Cu (siehe Tabelle), 

Die Isolierung des Dioxyacetons aus der Gérlésung geschah 
folgenderweise®). 450 ccm Girlésung, welche, aus der Reduktionskraft 
zu schlieBen, 11,375 g Dioxyaceton enthielt, wurden filtriert und dann 
im Vakuum unter 60° zu einem dicken Sirup verdampft. Der Riickstand 
wurde mit 80 ccm absoluten Alkohols versetzt. Nach ein paar Stunden 
wurde filtriert, wonach das Filtrat mit 30 cem Ather gefallt und noch- 
mals filtriert wurde. Nach Abdampfen des Ather-Alkohols im Vakuum 


1) Die Bestimmungen fiir diese Tabelle sind in unserem Laboratorium 
von Herrn Mag. H. Karstrém und N. Fontell ausgefiihrt worden. 
2) Vel. Bertrand, C.r. 126, 842, 1897. 
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bei etwe 20° blieb ein schwach gelber Sirup zuriick, der aus der Zucker. 
bestimmung zu schlieBen, 9,0 g Dioxyaceton enthielt. Der Sirup wurde im 
Hochvakuum destilliert!), wobei die iibergegangene Fliissigkeit bei krif- 
tiger Kiihlung sofort zu einer Kristallmasse vom Schmelzpunkt 665 bis 71° 
erstarrt. Durch Farbenreaktionen und Bisulfitverbindung wurde die 
Substanz als Dioxyaceton charakterisiert. Es scheint, daB durch Ein. 
wirkung von B. dioxyacetonicum auf Glycerin nur Dioxyaceton entstelht. 

Die Resultate aus unseren Giarversuchen, welche alle durch zwei 
Parallelversuche kontrolliert wurden, gehen aus folgenden Tabellen 
hervor. Die Menge von Dioxyaceton in Prozenten vom Glycerin ist 
dabei unter der Annahme, da6$ die Reduktionskraft der Lésung aus. 
schlieBlich auf das Dioxyaceton zuriickzufiihren ist, berechnet worden. 


Tabelle I. 
Puffer: n/20 Phosphat. 





— 9 aad 
Pa = 2 Pu = 3 
Zeit in Tagen 2ccm redu- Dioxyaceton 2 ccm redu- Dioxyaceton 
zierten Cu vom Glycerin zierten Cu vom Glycerin 

mg Proz. mg Proz. 


4 0 13 
7 0 2.5 
ll 0 6,5 
25 0 9.5 
30 {| 


0 11,8 





Pa = 4,4 | Pa = 51 
Zeit in Tagen 2 cem redu- Dioxyaceton 2ccm redu- Dioxyaceton 
zierten Cu vom Glycerin zierten Cu vom Glycerin 
mg Proz. mg 


- = 


35,6 35,4 50,9 
42.0 40,9 60,4 
44.5 43,0 62.9 
47,7 45,7 76,3 
56,3 52.5 80,1 





Pau = 6,0 Pau = 7,0 


Zeit in Tagen 2 ccm redus Dioxyaceton 2ccm redu- Dioxyaceton 
zierten Cu vom Glycerin zierten Cu vom Glycerin 
mg Proz. mg Proz. 








5,7 10,2 

6,5 10.9 
14.0 17.8 
19,1 21.9 
23,2 25.5 


') H.O. L. Fischer und H. Mildbrand, Ber. 57, 707, 1924. 
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Tabelle II. 
Puffer: n/30 Citrat. 





== 3.0 I Pau = 40 


Zeit in Tagen 2 ccm redus ye 2 ccm redus Dioxyaceton 
zierten Cu vom Glycerin zierten Cu vom Glycerin 
mg Proz. mg Proz. 


2,9 
2,9 
3,5 
12,1 





Pu = x Pu = 5.6 
Zeit in Tagen 2ccm redu- Dioxyaceton 2 ccm redu- Dioxyaceton 
zierten Cu vom Glycerin zierten Cu vom Glycerin 
mg Proz. mg Proz. 


25 7,0 
5,4 9.5 
8.9 12.5 
13,0 16,6 
16,5 20,4 
25,4 27,3 





‘Pu = 6,1 Pu = 7,0 





Zeit in Tagen 2 ccm redus Dioxyaceton 2 ccm redus Dioxyaceton 
zierten Cu vom Glycerin zierten Cu vom Glycerin 


Proz. Proz 


0 


3,7 
9.0 


Tabelle III. 
Puffer: Glykokoll. 





- 3,2 Pa = 3,7 


Zeit in Tagen ' Dioxyaceton 2 com redu- Dioxyaceton 
zierten Cu vom Glycerin zierten Cu vom Glycerin 

mg Proz. mg 

_ — 36,6 

1,3 45,5 

— 55,0 

86,8 

84.9 
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Tabelle III (Fortsetzung). 





Pu = 4,2 


Zeit in Tagen | 2ccmredue ——dDioxyaceton 
zierten Cu vom Glycerin 
my Proz. 


5 41,0 40,0 

9 55,4 51,8 
12 57,2 53,2 
30 98,6 84.6 
35 97,9 84,1 


Alle diese Versuche zeigen tibereinstimmend, daB das Optimun 
Dioxyacetonbildung bei pq etwa 5,0 liegt. Das Optimum ist sehr 
eng, wie aus den den Tabellen ent. 
sprechenden Kurven in den Abb. 1, 
2 und 3 deutlich hervorgeht. Unter 
Py 3 wird das Glycerin nicht mehr 
oxydiert, bei py 7 liegt die oberste 
Grenze der Reaktion. 


























Die Puffer scheinen auBer ihrer 
wasserstoffionenkonzentrationsregu- 
lierenden auch eine spezifische 
Wirkung bei der Oxydation des 
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Abb. 1. Dioxyacetonbildung Abb. 2. Dioxyacetonbildung 
in n/20 Phosphatpuffer. in n/30 Citratpuffer. 


Glycerins zu haben. Am _ giinstigsten verlief die Oxydation in 
Glykokollpufferlésung. In 30 Tagen wurde hierbei Dioxyaceton in 
einer Ausbeute von 84,6 Proz. von Glycerin gebildet, obwohl die Wasser- 
stoffionenkonzentration nicht die optimale war. In n/30 Phosphat- 
lésung war die Ausbeute an Dioxyaceton in derselben Zeit bei optimalem 
Pu 68,3 Proz. und in n/30 Citratlésung 23 Proz. 
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Der LEinfluB der Phosphatkonzentration auf die Dioxy- 
acetonbildung wurde naher untersucht. Die Resultate aus dieser 
Versuchsserie sind aus den Kurven in Abb. 4 ersichtlich. n/20 
scheint die optimale Phosphatkonzentration fiir die Reaktion 
zu sein. 


Was die Einwirkung der Glycerinkonzentration auf die Dioxy- 
acetonbildung betrifft, so geht aus wunseren Versuchen hervor, 
daB die gebildeten Dioxyacetonmengen bei geniigender Glycerin- 
konzentration von der Anfangskonzentration des Glycerins ziemlich 

unabhingig sind. In 2,15 proz. 

= T Glycerinlésung entsprach die Re- 

duktionskraft nach 10 Tagen etwa 

re vier Fiinftel derjenigen in 4,3 proz. 
Lésung. 
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Abb. 3. Dioxyacetonbildung Abb. 4. Dioxyacetonbildung 
in Glykokolipuffer. bei verschiedenen Phosphatkonzen- 
trationen. Py = 5,0. 


Weii das B. dioxyacetonicum stark aerob ist, war es anzunehmen, 
daB eine méglichst freie Luftzufuhr das Wachstum der Bakterien und 
dadurch die Oxydation des Glycerins begiinstigt. In der Tat zeigten 
die Versuche, da8 die Dioxyacetonbildung viel schneller in diinner als 
in dicker Fliissigkeitsschicht vor sich geht. Wir fiihren eine Versuchs- 
serie an. 
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Tabelle IV. 
Puffer: n/20 Phosphat. py, = 4,5. 





50) com Girlésung. 50 com Garlésung. 
Die Hohe der Flissigkeitsschicht 1 ccm Die Héhe der Fliissigkeitsschicht 3 com 











Zeit 

in Tagen 2 ccm redus Dioxyaceton 2 ccm redus Dioxyaceton 
zierten Cu vom Glycerin zierten Cu vom Glycerin 

mg Proz. mg Proz. 

4 264 28,4 16,5 20,4 

6 35,0 34,9 21,9 24.3 

8 a 34.3 34,2 

12 39,4 38,5 34,3 34,2 

14 36.6 36,3 35,9 35,6 

16 38,8 38.4 36,2 36,1 

23 36,6 36,3 474 45,4 

34 40,4 39.5 68,7 62.5 


Der giinstige EinfluB der gréBeren Fliissigkeitsoberflache ist im 
Anfang der Reaktion sehr deutlich, die Oxydation kommt jedoch nach 
einigen Tagen zum Stillstand, so daB nach einigen Monaten die Aus. 
beute an Dioxyaceton viel besser in Kolben mit héherer Fliissigkeits- 
schicht ist. Will man méglichst schnell Dioxyaceton _herstellen, 
ist es vorteilhaft, die Girlésung in méglichst diinner Schicht zu 
halten. 


Die Bildung von Dioxyaceton mit B. xylinum. 


Die Versuche mit B. xylinum wurden in derselben Weise wie mit 
B. dioxyacetonicum ausgefiihrt. Die Ausbeuten an Dioxyaceton mit 
B. xylinum waren bei jedem Versuch viel schlechter als mit unserer 
Dioxyacetonbakterie. Es ist méglich, da8 Dioxyaceton bei B. xylinum 
zur Cellulose aufgebaut wird, und daB die schlechten Ausbeuten an 
Dioxyaceton mit dieser Bakterie darauf zuriickzufiihren sind. Wir 
kommen spiter auf diese Frage zuriick. In der Tabelle V sind div 
Resultate aus einer Versuchsserie mit B. xylinum angefiihrt. 


Tabelle V. 
Puffer: n/20 Phosphat. 











Re Pu = 45 Pu = 5.0 Pu = 6.0 Pu = 70 
it ] ” Tt! ot " o> PI rr ty 
i» 2ccmredue| Dioxy* 2ccmredue  Dioxys | 2ccmredue Dioxye 2 com redu 
. j}acetonvom . acetonvom acetonvom —. Cc 
Tagen Zierten Cu! Giycerin Zierten Cu Giycerin | zierten Cu Glycerin —##erten Cu 
mg Proz. mg Proz. mg Proz. mg 
{| i ; 
ll 5,2 9,6 6,7 -= 11,8 15,8 0 
22 7,0 114 aaa ~ 12,4 16,6 0 
29 114 15,2 11,4 15,2 15,6 19.6 0 
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Das Optimum der Dioxyacetonbildung scheint bei B. xylinum 
zwischen py 5 und 6 zu liegen. Bei pq 7 wird das Glycerin nicht mehr 
oxydiert. Die py-Kurve der Dioxyacetonbildung ist also bei B. xylinum 
ud B. dioxyacetonicum ziemlich gleich. 


Zusammenfassung. 


Es wurde aus Riibensaft eine Bakterie isoliert, welche Glycerin 
nahezu quantitativ zu Dioxyaceton oxydiert. Mit dieser Bakterie 
(B. dioxyacetonicum) und B. xylinum (Brown) wurde die Bildung von 
Dioxyaceton in Glycerin-Hefeextraktlésungen bei verschiedenem py 
verfolgt. Das py-Optimum ist eng und liegt bei B. dioxyacetonicum 
bei Py etwa 5,0, bei B. xylinum zwischen py 5 und 6. Die Einwirkung 
verschiedener Puffer und Pufferkonzentrationen auf die Oxydation 
wurde auch naher untersucht. 

Fir Bestimmung des Dioxyacetons wurde das Vermégen dieser 
Verbindung, Fehlingsche Lésung zu reduzieren, bei verschiedenen 
Konzentrationen quantitativ bestimmt. 


Biochemische Zeitschrift Band 169. 12 











Beeinflussung der Oberflachenspannung durch Adsorbentien. 
Von 
L. Jendrassik. 
(Aus dem physiologischen Institut der Universitat Budapest.) 
(Eingegangen am 22. Dezember 1925.) 


Bei der Messung der Oberflachenspannung von hochmolekularen, 
kapillaraktiven Lésungen mit der Ringmethode, nach dem Verfahren 
von R. Brinkman’), erhilt man, wie bekannt, mit der Zeit sinkende 
Werte. Diese Erscheinung wird sowohl] von L.du Nouy?) als von 
Brinkman und seinen Mitarbeitern so gedeutet, daB hier die Adsorption 
in die oberste Schicht betrachtlich lange Zeit in Anspruch nimmt. 
Der sich zuletzt einstellende konstante Wert entspricht der statischen 
Oberflichenspannung. Wird aber — nach 7. Tominaga*) — nach 
Eintritt des Adsorptionsgleichgewichts die Oberflache der Fliissigkeit 
gestért (,,verfrischt“), so-erhéht sich wieder die Oberflichenspannung 
und kann oft auch ganz ihren Anfangswert erreichen. Dies geschieht 
einfacherweise durch Abstreifen der Oberfliche durch ein Stiickchen 
Filtrierpapier. Dieses Verfahren wird auch bei der Messung des reinen 
Lésungsmittels (z. B. Wassers) benutzt, um die Oberflache von kleinen 
Mengen kapillaraktiver Unsauberkeiten zu befreien. 

Bei einem solchen Vorgehen fand ich aber unerwarteterweise 
oft ein starkes Sinken der Oberfldchenspannung, und nach meinen Er. 
fahrungen muB dies als Regel gelten. Streift man die Oberfliche der 
meisten wasserigen Lisungen mit einem Stiickchen Filtrierpapier ab, 
oder gibt ein Stiickchen Filtrierpapier hinein, so ist die Oberflaichen- 
spannung binnen Bruchteilen einer Minute schon betrichtlich er- 
niedrigt. Der gréBte Betrag, den ich solcherweise erhalten habe, war 
tiber 22 Proz. (in Eiereiwei’). 

Die so erhaltbaren Erniedrigungen sind im allgemeinen auffallend 
groB und liegen sehr weit oberhalb der Fehlergrenze, mit welcher eine 


1) R. Brinkman und van Dam, Miinch. med. Wochenschr. 68, 1550, 1921. 

2) P. Lecomte du Nouy, B. 25, 217. 

3) T. Tominaga (unter Brinkman), diese Zeitschr. 140, 230, 1923; 
141, 248, 1923. 
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solche Bestimmung ausfiihrbar ist. Auf die Oberflachenspannung des 
reinen Wassers selbst ist das Behandeln mit Filtrierpapier ohne EinfluB. 
Ebenso bleibt die Wirkung bei bestimmten wisserigen Léisungen aus, 
ist daher keine allgemeingiiltige Erscheinung. 


Im ersten Augenblick wiirde man denken, da®SB diese Erscheinung 
einfach dadurch zustande kommt, da®B vom Papier irgend ein kapillar- 
aktives Agens in die Lésung gezogen wird, oder daB es eine Oberflachen- 
spannung erhéhende Substanz wegadsorbiert. Keines ist aber der Fall, 
und auf Grund der im folgenden beschriebenen Versuche mu die Er- 
klarung eine ganz andere sein. Ich glaube sogar, daB diese Erklarung nicht 
einfach aus den bisher bekannten Kapillarerscheinungen ableitbar ist. 
Es ist daher méglich, daB diese Erscheinungen auf bisher nicht bekannte 
oder nicht geniigend beriicksichtigte Verhaltnisse ein Licht werfen werden. 

Aus éuBeren Griinden konnte ich diese Versuche nicht so weit verfolgen, 
da8 ich Endgiiltiges iiber das Zustandekommen der Erscheinung aussagen 
kénnte. Die in Betracht kommenden Méglichkeiten sind aber auch durch 
das bisherige Versuchsmaterial recht gut eingeschrankt'). 


Methodik. 


Die Messungen wurden den Brinkmanschen Vorschriften gemaéB vor- 
genommen. Der Wasserwert des verwendeten Platinringes betrug bei 20° 
135,0 mg. Die gemessenen Fliissigkeiten befanden sich in Uhrglasern, 
die vorher in der Flamme gesiubert wurden. — Wurde die Beobachtung 
fiir eine langere Zeit ausgedehnt (iiber 15 Minuten), so hielt ich die Lésungen 
in feuchter Kammer, so daB ich die Uhrglaser, auf eine stark befeuchtete 
Papierwatteschicht gesetzt, mit Petrischalen bedeckt hielt. Ich glaube 
nimlich, daB ein Verdunsten von der Oberfliche dort zu einem Konzen- 
trationszuwachs und dadurch zu einer entsprechenden Verinderung der 
Oberflachenspannung fiihren kann. Vergleichende Versuche zeigen auch, 
daB dies tatsichlich der Fall ist. Ein Bedecken der Lisungen mu% auch 
auf Grund der hier besclriebenen Versuche empfohlen werden, da gréBere 
Staubteilchen, auf die Oberflache fallend, vielleicht wie Papier die Ober- 
flichenspannung erniedrigen. 

Zu den Tropfenzahlbestimmungen wurde das Stalagmometer von 
Traube verwendet. 


Versuchsergebnisse. 


Die Erscheinung wurde zum erstenmal an Pferdeserum und einer 
Eucupinlésung gefunden (1924). Sobald aber diese wiederholt zur 
Beobachtung kam, suchte ich sie an einer gréBeren Zahl verschiedener 
Lésungen nachzuweisen, zum erstenmalan kolloiden Lésungen. Untersucht 
wurden: Pferdeserum und -plasma, EiereiweiB, Gelatine, Himoglobin, 
Pepton, Natriumoleat. Es stellte sich heraus, daB auf EinfluB von 
Filtrierpapier an allen den untersuchten Lésungen die Oberflichen- 


1) Ein Bericht hieriiber wurde schon in der Sitzung vom 10. No- 
vember 1925 der Physiologischen Sektion zu Budapest erstattet (vgl. 
Orvosi Hetilap 1925, Nr. 49). 
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spannung eine Senkung erweist. Die Wirkung zeigt nur in quantitativer 
Hinsicht Verschiedenheiten. 

Ebenso zeigen die Erscheinungen die untersuchten Alkaloidsalze: 
Eucupin-HCl, Cocain-HCl und Novocain-HCl. Auch Lésungen 
anorganischer Neutralsalze, wie KCl, CaCl, machen von der Reye| 
keine Ausnahme. Die Oberflichenspannung eines 96proz. Athy). 
alkohols wird nicht beeinfluBt, ebenso nicht eine 20proz. (sie wurde 
eher erhéht). Ungefahr 4 Proz. Athylather enthaltendes Wasser erwies 
aber eine betriichtliche Senkung. 

Derartige Einfliisse kénnen wahrscheinlich die verschiedensten, 
groBe Oberflaiche darbietenden Kérper hervorbringen. Ich habe bisher — 
auBer Papier — nur Watte und Talkum untersucht. Dieses letztere 
kann an bestimmten Lésungen (wie Pepton) eine sehr starke Senkung 
zustande bringen. Andere Lésungen aber, deren Oberflachenspannung 
durch Papier vermindert wird, bleiben durch Talkum unbeeinflubt. 
Es verursacht dieses sogar oft ein Steigen der Oberflichenspannung 
(z. B. an Hamoglobin). 

Beispiele dieser Messungen werden am Ende dieser Arbeit an- 
gefiihrt. Hier seien in Kiirze die hauptsichlichsten RegelmaBigkeiten 
angefiihrt, wie diese aus den bisherigen Versuchen hervorzugehen 
scheinen : 

1. Die Wirkung des Papiers oder Talkums bleibt stundenlang 
unveraindert bestehen. Wir kénnen das Papier aus der Lésung ent- 
fernen, die Oberflachenspannung bleibt trotzdem auf dem gesenkten 
Niveau. 

2. Die Wirkung ist sehr abhingig von der Schichtdicke der Lésung 
Je diinner die Fliissigkeitslage ist, desto ausgeprigter kommt sie zu- 
stande. Oberhalb 14% bis 2cm Hohe kann der EinfluB auch nicht 
kleiner Papiermengen véllig vermiBt werden. 

3. Die Starke der Wirkung hangt auch von der Konzentration 
der untersuchten Lésung bzw. von der Ausgangsoberflichenspannung 
ab. Bei Natriumoleat z. B. ist die Wirkung bei 0,001 proz. Lésung sehr 
ausgesprochen, bei einer 0,1 proz., welche schon urspriinglich eine sel 
tiefe Oberflichenspannung besitzt, ist diese eben nur angedeutet zu 
finden. Sehr verdiinnte Lésungen zeigen aber wieder ein scheinbar 
entgegengesetztes Verhalten. Ist naimlich so wenig kapillaraktive 
Substanz vorhanden, da8 die Konzentration durch Adsorption an 
das Papier betrichtlich vermindert wird, so steigt die Oberflachen- 
spannung. Dies geschieht auch beim Reinigen der Oberfliche durch 
Filtrierpapier. 

4. Die oberflichenspannungsenkende Wirkung ist reversibel. Stort 
man die Oberflache dadurch, daB man die Lésung in ein anderes Uhrglas 
iibersenkt, oder, viel starker, dadurch, daB man es durch eine Pipette 
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oder ein Kapillarrohr saugt, so verschwindet die senkende Wirkung des 
Papiers in verschiedenem Grade. Ist die Kapillare eng, wie z. B. am 
Stalagmometer von Traube, so kann die Oberflichenspannung durch 
ein- bis dreimaliges Durchsaugen auch vollstandig restituiert werden. 
Ein nochmaliges Behandeln mit Papier senkt dann die Oberflichen- 
spannung abermals zum urspriinglichen Werte herab. Dieser Umstand 
ist sehr wichtig, weil er beweist, daB die Senkung nicht von ausgespiilten 
Stoffen herriihrt, welche die Oberflichenspannung vermindern, oder 
vom Wegadsorbieren eines die Oberflachenspannung steigernden 
Stoffes. Die letztere Méglichkeit wird durch die Reversibilitaét véllig 
widerlegt. Wiirde ein kapillaraktiver Stoff, der aus dem Papier in die 
Lisung diffundiert, die Senkung bedingen, so sollte diese Wirkung 
auch nach Durchgang durch die Glaskapillare bestehen bleiben. Diese 
Erklarungsversuche sind aber schon an sich recht unwahrscheinlich, da 
die Oberflachenspannung des reinen Wassers durch diese Stoffe nicht 
beeinfluBt wird. Hiergegen spricht auch, daB (z. B. durch Talkum) 
verschiedene Lésungen in verschiedener Richtung beeinfluBt werden. 
Bangsches gereinigtes Léschpapier wirkt auch senkend. 

Die Reversibilitét der Erscheinung beweist daher, daB irgend eine 
physikalische Verinderung der Léisung die Ursache sein muB. 

5. Mit dem Stalagmometer kinnen wir den senkenden EinfluS des 
Papiers an EiweiB-, Pepton- und Na-Oleatlésungen nicht mesgen. Die 
Tropfenzahl bleibt auch dieselbe, nachdem der mit der Ringmethode 
gemessene Wert durch Einlegen eines Papierstiickchens eine starke 
Abnahme zeigte. Die Erklarung hierfiir kénnte schon darin liegen, 
daB die Senkung nur an der statischen Oberflachenspannung zur Geltung 
kommt, und dadurch wird es bei der nalbdynamischen Stalagmometer- 
methode vermiBt. Eine Bedingung dieses Umstandes kénnte aber auch 
die Reversion im Stalagmometer sein. Wird die Senkung beim Durch- 
fluB riickgiingig gemacht, so ist auch gar nicht zu erwarten, daB diese 
auch in der Tropfenzahl zum Ausdruck komme. Es sei noch dahin- 
gestellt, in welchem Grade diese letztere Erklirung bei den Eiweib- 
und Peptonlésungen zutrifft. DaB es aber, wenigstens bei bestimmten 
Lésungen vom Belang ist, zeigt das Beispiel des Hucupins, deren 
Spannungserniedrigung auch durch das Stalagmometer nachzuweisen 
ist, und die nachtrigliche Messung mit der Ringmethode zeigt, daB 
die Oberflachenspannung sich nur zum Teil regeneriert hatte. 

Nach alledem kénnte man als einen Fehler des Stalagmometers 
ansehen, daB es die Oberflichenspannung der gemessenen Lésung 
dadurch verfalscht, da8 derartig hervorgerufene Zustinde bei der 
Messung nicht zum Ausdruck gelangen kénnen. Es ist aber noch 
fraglich, ob das als ein Nachteil oder vielleicht als ein Vortei)] des 
Instruments anzusehen ist. 
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6. Behandelt man eine Lésung (z. B. Na-Oleat) mit Filtrierpapicr, 
nachdem sie sich auf die statische Oberflichenspannung eingeste||t 
hatte, erhalt man ebenso die senkende Wirkung. Dies beweist, daj 
durch den Eingriff nicht nur das Zustandekommen des Adsorptions. 
gleichgewichts beférdert wird, sondern sich ein anderes Gleichgewicht 
entwickelt, wobei vielleicht die Konzentration des kapillaraktiven 
Stoffes in der Oberflache gréBer ist. 


Zusammenfassung. 


Kommen wasserige kolloidale und kristalloide Lésungen mit 
Filtrierpapier in Beriihrung, so wird ihre mittels der Ringmethode 
gemessene Oberflichenspannung betrichtlich gesenkt. Diese Wirkung 
kann man mit Tropfenzihlung bei den meisten Lésungen nicht nach- 
weisen. Beim Durchgang am Stalagmometer (oder an anderen 
Kapillaren) wird die Wirkung (zum Teil oder ganz) riickgiingig gemacht. 
Talkum wirkt an einzelnen Lésungen erniedrigend, an anderen steigernd. 

Es wird bei diesen Einfliissen der physikalische Zustand der 
Lésung verindert, vielleicht auch die Konzentration in der Ober- 
flachenschicht. 


Einige Beispiele der Oberflichenspannungsmessungen. 
1. 5 Proz. EiereiweiB in 0,9proz. NaCl (2 cem). 
Nach 6 Min.: 66,4 dyn/cm. 
” 8 ,,  Oberflaiche mit Filtrierpapier (= Fp.) ab- 
gestreift. 
- 14, = 51,0 dyn/cm. 


2. Dieselbe Lésung wie 1, mit Filtrierpapier abgestreift (2 ccm). 


; Nach 3 Min.: 53,7 dyn/em. 
” 8S «9G 
» 6 , 53,7 
3. 10 Proz. Eiereiweif in 0,9 proz. NaCl. 
Nach 10 Min.: 62,1 dyn/cm. 
11 ,, In 15cem Lésung (Héhe +2 cm) 6 qem Fp. 
gelegt. 
15 ,, =61,6 dyn/cm. 
16 ,, 2cem der Lésung auf Uhrglas gebraclit 
+ 2qem Fp. 
18, 49,4 dyn/cm. 
20 ~«., Mit einer Pipette davon 1,5 ccm in ein anderes 
Uhrglas iiberlassen. 
23 58,3 dyn/em (fast zuriickgegangen). 
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. Pferdeplasma (\proz. Na-Citret) (2 ecm). 
Nach 10 Min.: 64,3 dyn/cm. 
» Il , + 2qem Fp. 
» 13 ,, 55,1 dyn/cm. 


. Pferdeplasma ('proz. Na-Citrat) (2 ccm). 
Nach 20 Min.: 62,9 dyn/em + 2,5 qem Fp. 
55,1 ve 
Einmal am Stalagmometer durchgesaugt. 
62,9 dyn/em (véllig zuriickgegangen). 
+ 2,5 qem Fp. 
55,6 dyn/cm. 


. 10 Proz. Gelatine in 0,9proz. NaCl (2 ccm). 
Nach 6 Min.: 53,2 dyn/cm. 
8 , + 1%qem Fp. 
10 , 50,2 dyn/em. 
44 49,9 % 
45 Am Stalagmometer einmal durchgelassen, 
52 52,9 dyn/cm (fast ganz zuriickgegangen). 


. 0,l proz. Gelatinelésung in 0,9proz. NaCl (2 ccm). 
Nach 5 Min.: 70,5 dyn/cm. 
we 6 ,, + 3qem Fp. 
ont 8 ,, 57,8 dyn/cm. 
» 10  ., Am Stalagmometer durchgelassen. 
12 ,, 62,1 dyn/em (zum Teil zuruckgegangen). 


. 0,lproz. Gelatinelésung in 0,9proz NaCl (8 cem)_ 
Stalagmometer : 71,5 dyn/em. 
8ceem+ 8qem Fp.: 71,5 a (unverandert). 


. 0,1 Proz. Pepton (Witte) in Tyrodelésung (2 ccm). 
Nach 7 Min.: 58,3 dyn/cm. 
a 8 , + % Stiick Bangpapier. 
me 9° ,, 56,7 dyn/em. 
0,1 Proz. Pepton (Witte) in Tyrodelésung (2ccm) — ung. 0,l¢ 
Talkum. 
Nach 5 Min.: 49,7 dyn/cm. 


0,01 Proz. Pepton (Witte) in Tyrodelésung (2 ccm). 
Nach 4 Min.: 64,8dyn/em + % Stiick Bangpapier. 
” 7 %° 60,2 ? 


. 1 Proz. Hdmoglobin cryst. (Merck) in Tyrodelésung (2 ccm). 
Nach 10 Min.: 52,6 dyn/cm. 
» Ill 4, + ung. 0,1g Talkum. 
» 18 ,, 54,5 dyn/em (etwas erhdht). 


1 Proz. Hadmoglobin cryst. (Merck) in Tyrodelésung (2 eem) — 2 qem 
Fp. 
Nach 3 Min.: 48,6 dyn/em (gesunken). 
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11. 0,1 proz. Eucupin-H Cl (2 cem): 63,5 dyn/cm. 
+ 1,5 qem Fp.: 51,4 ‘ 


0,l proz. Eucupin-H Cl (5 ccm) + 5qem Fp. 
Nach 3 Min.: 57,5 dyn/cm. 
% 6 , 55,9 ” 
— oe * és 
10 bis 20 Min.: Dreimaliges Durchlassen am Stalagmo- 
meter. Es ergibt sich der Wert hierzu im 
Mittel: 63,9 dyn/cm. 
25 Min. (an der Torsionswage): 59,9 dyn/em, zum 
Teil zuriickgegangen. 
120 ,, (an der Torsionswage): 59,4 dyn/em, zum 
Teil zuriickgegangen. 


” 


2. 0,lproz. Eucupinlésung (2 cem). 
Nach 5 Min.: 62,9 dyn/em. 
- 6 ,, + ung. 5eg Talkum. 
”» 9 ,, 57,2 dyn/em. 
» 200 ,, 57,8 ” 
0,lproz. Eucupinlésung (2 ccm) + etwas Watte. 
Nach 1 Min.: 52,6 dyn/cm. 


. lproz. Cocain-H Cl (1,5 cem). 
Nach 6 Min.: 68,8 dyn/cm. 


1 proz. Cocain-H Cl (1,5 ecm) + 2 qem Fp. 
Nach 10 Min.: 54,3 dyn/cm. 


lproz. Cocain-H ol (1,5 cem) + 5cg Talkum. 


Nach 5 Min.: 63,7 dyn/em. 
» See = oe a 


. 5proz. Novocain-H Cl (1,5 cem). 
Nach 2 Min.: 69,9 dyn/cm. 
+ 2qem Fp. 
55,1 dyn/cm. 
Papier herausgenommen. 
» 230 ,, 55,3 dyn/em (unverandert). 


5proz. Novocain-H Cl (1,5 cem) + 5cg Talkum. 
Nach 2 Min.: 62,1] dyn/cm. 
. me... »» 
» 220 , 63,4 um (bleibt gesunken). 


15. + 5proz. CaCl, (1,5 ccm). 
Nach 3 Min.: 71,6 dyn/cm. 


+ 5proz. CaCl, (1,5 cem) + 2 qem Fp. 
Nach 5 Min.: 65,9 dyn/cm. 
a 9 , «74,0 » 
” 22 ” 74,2 
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16. 10proz. KCl (1,5 cem). 
Nach 2 Min.: 74,5 dyn/em. 


10proz. KCl (1,5 cem) + 2,5 qem Fp. 
Nach 5 Min.: 64,8 dyn/em. 


10proz. KCl (1,5cem) + 5ecg Talkum. 
Nach 8 Min.: 76,4 dyn/cm. 


17. 96proz. Athylalkohol: 31,1 dyn/em. 
+ 2,5 qem Fp.: 31,1 % 
+ 20proz. Athylalkohol (4,5cem): 46,4 
+8 gqemFp.: 48,1 Pa 
+ 0,1 g Talkum: 50,8 na 


18. 2cem H,O + 3 Tropfen Athyldther (pro nare.): 65,1 dyn/em. 
+ 2qem Fp.: 57,0 


2 ccm H,O + 5 Tropfen Athyldther (pro nare.): 55,9 
+ 5eg Talkum: 56,7 


19. 0,001 proz. Natriumoleat (1,5 ecm). 


20 Sek. nach dem Ausschiitten in das Uhrglas: 72,1 dyn/cm. 
Nach 3 Min. 67,0 dyn/em 

. . o me ” 

» 8 , 61,8 

os PR a OA ie 


0,001 proz. Natriumoleat (5 cem) + 8 qem Fp. 
Nach 34 Min.: 53,5 dyn/em (zweimal am Stalagmometer 
durchgelassen). 
ee 55,3 ¥ (zum Teil zuriickgegangen). 
0,001 proz. Natriumoleat (2 ccm) + 3qem Fp. 
Nach 34Min.: 49,1 dyn /em. 


0,001 proz. Natriumoleat (3 ccm) + 4 qcem Fp. 
Nach 20 Sek.: 65,6 dyn/cm. 
a 4Min.: 59,4 °° 


0,l proz. Natriumoleat (5 ccm). 
Nach 30 Min.: 37,8 dyn/cm. 
a. 37,5 ” 
» 40 ,, + 7qem Fp. 
’? 43 ’° 37,3 s° 
20. H,O (1,5cem): 72,1 dyn/em. 
+ 2qem Fp.: 73,4 ym 
H,O (1,5 cem) + Talkum (0,1 g): 73,2 dyn/em. 








Uber 
die’ Milchsiurebildung bei der Totenstarre glatter Muskeln. II. 


Von 


Ernst Mangold und Constanze Schmitt-Krahmer. 


(Ausgefiihrt mit Unterstiitzung der Notgemeinschaft der deutschen 
Wissenschaft. ) 


(Aus dem tierphysiologischen Institut der Landwirtschaftlichen 
Hochschule Berlin.) 


(Eingegangen am 22. Dezember 1925.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


In der ersten Mitteilung') wurde gezeigt, daB glatte Muskulatur 
(Taubenmagen) im frischen Zustande Milchsiurewerte aufweist, die 
sich den in der Literatur fiir die quergestreifte bekannten annihern, 
und da8 sich auch bei der glatten ausnahmslos eine postmortale Zu- 
nahme des Milchsaiuregehaltes nachweisen laBt. Diese Zunahme zeigte 
mit den von Potonié?) beobachteten mechanischen Verinderungen bei 
der Totenstarre des gleichen Objektes einen auffallend iiberein- 
stimmenden zeitlichen Verlauf. Es wurde daher angenommen, dai 
auch bei der glatten Muskulatur die Milchsiurebildung mit den mecha- 
nischen Verinderungen der Totenstarre in ursichlichem Zusammen- 
hange steht. Erstere erreichte nimlich beim Taubenmagen im Durch- 
schnitt nach 1 Stunde einen relativen und nach 3 Stunden den absoluten 
Héhepunkt; die bei der Totenstarre des Haupt- und Zwischenmuskels 
vom Taubenmagen registrierte Verkiirzung erreichte einen relativen 
Hoéhepunkt durchschnittlich nach 2, den absoluten nach 3 bis 4 Stunden, 
und die gleichzeitig sklerometrisch verfolgte Hartezunahme ebenso 
nach 2 bzw. 3 Stunden nach dem Tode des Tieres. 

Da nun diese beiden mechanischen Veranderungen wihrend der 
Totenstarre beim Muskelmagen von Hiihnern eine langsamere Entwicklung 
erfahren und beide erst nach 5 Stunden post mortem ihren durch- 


1) E. Mangold und C. Schmitt-Krahmer, diese Zeitschr. 167, 1, 1926. 
*) H. Potonié, Pfliigers Arch. 209, 395, 1925. 
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schnittlichen Héhepunkt erreichen!), so muBte es fiir die Beurteilung 
eines urséchlichen Zusammenhangs zwischen Milchsaurebildung und 
Totenstarre glatter Muskulatur von besonderem Interesse sein, auch 
am Hiihnermagen die postmortale Milchsdurebildung zu verfolgen, um 
zu sehen, ob sie auch hier den mechanischen Verinderungen parallel 
verlauft. 

Daher wurden ganz in derselben Weise, wie es in der ersten Mit- 
teilung fiir den Taubenmagen beschrieben ist, nun auch am Muskel- 
magen von 14 Hiihnern Bestimmungen der Milchsiure durchgefiihrt. 


Dieses Objekt hatte gegeniiber dem kleineren Taubenmagen 
methodisch den Vorteil, daB die einzelnen acht Teile, in die es, zwecks 
zeitlich um je 1 Stunde auseinander liegender Analysen, zerlegt werden 
mute, gréBer waren und daher héhere absolute Mengen von Milch- 
siure enthielten. 


Auch die prozentischen Milchsdurewerte erwiesen sich im Hiihner- 
magen héher. Diejenigen fiir die frische Magenmuskulatur beliefen 
sich im Durchschnitt auf 0,089 Proz. mit individuellen Schwankungen 
von 0,059 bis 0,135 Proz. (beim Taubenmagen 0,075 Proz. mit 0,049 
bis 0,098 Proz.). Die waihrend der auch beim Hiihnermagen ausnahmslos 
eintretenden postmortalen Zunahme der Milchsiure beobachteten 
Maxima betrugen im Durchschnitt 0,145 Proz., mit Schwankungen 
von 0,104 bis 0,323 Proz. Milchsiure (bei der Taube betrug der héchste 
beobachtete Wert nur 0,140 Proz.). 


Diese Milchséurewerte nahern sich also noch mehr als beim Tauben- 
magen den fiir die quergestreifte Muskulatur bekannten. 


Bei den Hiihnerversuchen wurden die Magenstiicke fast ausnahmslos 
so verteilt, daB je eine Milchsiurebestimmung sogleich, dann nach 
1, 2, 3 usw. bis 7 Stunden nach der Tétung stattfand, so da® fiir 
jede dieser Stunden eine groBe Zahl von Einzelbestimmungen vorliegt. 
Der Wert fiir die 20. Stunde wurde nur bei 2 Magen ermittelt. 


Die fiir jedes einzelne Tier nach den Analysenwerten aufgestellten 
Kurven fiir die Milchsiurebildung zeigten beim Hiihnermagen in einer 
gréBeren Zahl der Fille als bei dem der Taube einen etwas unregel- 
maBigen Verlauf, indem einzelne Magenstiicke einen wihrend des 
allgemeinen Anstieges des Milchsiuregehaltes voriibergehend abfallenden 
Wert ergaben. Es wurden aber wegen zu groBer UnregelmaBigkeit, bei 
der offenbar unkontrollierbare Bedingungen vorlagen, nur die von 
dem einzigen verwendeten Hahne erhaltenen Zahlen aus der Verwertung 
fiir die Avujfstellung der TabelleI sowie der Gesamtdurchschnittskurve 


') H. Potonié, Pfliigers Arch. 209, 395, 1925. 





E. Mangold u. C. Schmitt-Krahmer: 


des Verlaufjes der Milchsturebildung 
(Abb. 1) ausgeschlossen. Wir geben 
hier die, in gleicher Weise wie dic. 
jenige in der ersten Mitteilung fiir 
den Taubenmagen, wegen einiger 
Abweichungen in der nach dem 
Tode der Tiere gewihlten Zeit 
der Milchsiurebestimmungen redu- 
zierte, Gesamtdurchschnittskurve des 
Verlaufs der Milchsturebildung im 
Hiihnermagen wieder, in der alle 
Einzelanalysen von 14 Hennen ver- 
wertet sind (Abb. 1). 

Auch hier zeigt sich wie beim 
Taubenmagen (vgl. die Abb. 1 der 
ersten Mitteilung) schon in der 
ersten Stunde ein steiler Anstieg, 
der, hier indessen tiber die erste 
Stunde hinausgehend, erst nach 
2 Stunden post mortem einen rela- 
tiven Héhepunkt, und den absoluten 
Héhepunkt erst nach 5 Stunden er- 
reicht. Wie beim Taubenmagen 
zwischen der 1. und 3., so erfolgt 
hier zwischen der 2. und 5. Stunde 
nur noch ein sehr langsamer und 
geringer weiterer Anstieg. Wie bei 
jenem schon nach der 3., so 
setzt beim Hiihnermagen nach der 
5. Stunde der allmahliche Abfall 
ein. Der 20-Stunden-Wert geht 
beim Hiihnermagen (hier nur zwei 
Einzelbestimmungen) nicht so nahe 
an den Anfangswert herunter, wie 
es bei der Taube der Fall war. 

Aus diesen Untersuchungen 
ergibt sich, daB die postmortale 
Milchsaiurebildung beim Hiihner- 
magen zeitlich anders verliuft als 
beim Taubenmagen, indem sie beim 
Hiihnermagen durchschnittlich zwei 
Stunden spater als dort ihren Hoéhe- 
punkt erreicht. Es zeigt sich aber 
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auch, daB bei beiden Objekten die postmortale Zunahme des Milchsdure- 
gehaltes mit der Entwicklung der die Totenstarre kennzeichnenden mecha- 
nischen Verdnderungen parallel verlduft. Besonders die zeitliche 
Ubereinstimmung in der Erreichung des Héhepunktes der chemischen 
und mechanischen Veranderung fallt deutlich in die Augen; denn 
die durchschnittliche Zeit fiir den gemeinsamen Héhepunkt der 
beiden Veranderungen liegt beim Taubenmagen 3 und beim Hihner- 


magen 5 Stunden nach dem Tode. 





¥ 
Standen nach dem Tode 
Abb. 1. Postmortale Milchsaurebildung im Hishnermagen. 


Dieses Verhalten erhebt die in der ersten Mitteilung experimentell 
begriindete Annahme, daB die postmortale Milchsdurehbildung auch bei 
der glatten Muskulatur mit den mechanischen V erdinderungen bei der Toten- 


starre (Verkiirzung und Hdrtezunahme) in urstchlichem Zusammenhange 
steht, zur GewiBheit. Im Einklang mit den Erfahrungen an der quer- 
gestreiften Muskulatur ist dieser Zusammenhang natiirlich so zu ver- 
stehen, daB die Milchstiurebildung Bedingung fiir die Entwicklung der 
Totenstarre ist. Hiermit stimmt auch gut tiberein, daB besonders beim 
Hiihnermagen die Milchsiurebildung einen etwas friiheren und steileren 
Anstieg zeigt als die mechanischen Veranderungen, und daB auch die ge- 
ringen zeitlichen Abweichungen in der Erreichung der beiden verschieden- 
artigen Héhepunkte, wie schon fiir den Taubenmagen erwahnt wurde, 
stets im Sinne des etwas vorangehenden Milchsiuremaximums ausfallen. 

Es braucht nun aber nicht so zu sein, daB die Milchsiurebildung 
stets allein als einzige Bedingung die Totenstarre auslést. Der eine 
von uns hat schon seit Jahren den Standpunkt vertreten, dab das 
Zusammentreffen mehrerer Bedingungen fiir die Entwicklung der Toten- 
starre maBgebend oder erforderlich sein kann. In diesem Sinne wurde der 
Begriff der ,,Starrebereitschaft aufgestellt'). Diese wurde zunachst fiir 
den haufig beobachteten Fall der plétzlichen oder stufenweisen Aus- 
lésung der Starreverkiirzung durch elektrische oder automatische 


1) E. Mangold, Deutsch. med. Wochenschr. 1920, Nr. 16; Deutsch. 
physiol. Ges. 1920, s. Ber. iiber d. ges. Physiol. 2, 1920. 
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Reizung hypothetisch so gedeutet'), daB im AnschluB an Embdens 
Untersuchungen iiber die Milchsiurebildung angenommen wurde, da{ 
die Starrebereitschaft auf der Bildung einer Milchsaéurevorstufe beruhe. 
die in solchen Fallen erst durch die Reizung des Muskels in Milchsiure 
iibergefiihrt werde, die dann als Verkiirzungssubstanz die Kontraktur 
auslése. 

Wiederholt hat der eine von uns und seine Schiiler®) auf die Starre- 
bereitschaft hingewiesen in dem Sinne, daB eine solche von einem be- 
stimmten Zeitpunkte an infolge vorbereitender innerer Veranderungen 
im Muskel bestehe und dann eine Auslésung des Starreeintritts durch 
mechanische oder chemische Veranlassung méglich sei*). In der hierin 
ausgesprochenen Annahme, daB die Totenstarre durch das Zusammen- 
treffen mehrerer Bedingungen und Zustandsinderungen des Muskels 
bedingt sein kann, liegt der grundsatzliche Sinn des Begriffs der Starre- 
bereitschaft, den Riesser*) offenbar verkannt hat. Unsere Anschauung 
hat sich auch durch die Untersuchung von Deuticke5) neuerdings grund- 
sitzlich bestatigt, wonach fiir die Entwicklung der Totenstarre nicht 
die Anhaufung einer bestimmten Siuremenge, sondern auch das Hinzu- 
treten anderer Ursachen von Bedeutung ist; als solche stellt er die 
Veranderungen an den Muskelkolloiden in den Vordergrund, die er 
nachweisen konnte und die er mit Wahrscheinlichkeit auf Schidigung 
durch die vorangegangene Saurebildung zuriickfiihrt. Dieses neue Er- 
gebnis steht insofern mit dem Begriff der Starrebereitschaft im Einklang, 
als die in unseren friiheren Versuchen zu dieser hinzutretenden, die 
Starreverkiirzung auslésenden Reizungen des Muskels ja wohl zweifellos 
auch Verinderungen der Muskelkolloide herbeifiihren, die dann im 
Sinne von Deuticke neben der vorangegangenen Siurebildung starre- 
erregend wirkten. 

DaB die Annahme einer Starrebereitschaft und damit mehrerer 
fiir die Auslésung der Totenstarre wirksamer Bedingungen mancherlei 
Erscheinungen zu erkliren vermag, die hinsichtlich der Totenstarre 
zu beobachten sind und bisher nicht gedeutet wurden, hat der eine 
von uns anderenorts erwihnt*) und neuerdings ausfiihrlich dargelegt ’). 

Zuriickkommend auf die oben wiedergegebenen Versuche am 
Hihnermagen darf wohl gesagt werden, daB hiernach die Totenstarre 


1) A. Eckstein, Deutsch. med. Wochenschr. 1920, Nr. 16. 

*) Derselbe, Piliigers Arch. 181, 201, 1920; Hecht, ebendaselbst 182, 
199, 1920. 

8) E. Mangold, ebendaselbst 188, 313, 1921. 

*) O. Riesser, Handb. d. norm. u. pathol. Physiol. 8, 257, 1925. 

*) H. J. Deuticke, Deutsch. physiol. Ges. 1925, s. Ber. iiber d. ges. 
Physiol. 32, 689, 1925; Zeitschr. f. physiol. Chem. 149, 259, 1925. 

*) E. Mangold, Die Naturwissenschaften 1922, Heft 41. 

7) Derselbe, Ergebn. d. Physiol. 1926. 
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der glatten Muskulatur und ihr Zusammenhang mit Stoffwechsel- 
vorgangen einerseits nicht mehr so problematisch erscheinen wird, 
wie sie Riesser') noch in neuester Zeit beurteilt, und daB sie andererseits 
in ihren mechanischen und chemischen Erscheinungen weitgehend mit 
der der quergestreiften Muskeln iibereinstimmt. 

AnschlieBend sei hier noch vorliufig bemerkt, daB auch die quer- 
gestreiften Muskeln der Vogel nach unseren ~rve es Untersuchungen 
schon im frischen Zustande erhebliche Mengen Milchsiure aufweisen 
und mit ihren Maxima bei der Totenstarre an die héchsten von 
Saugermuskeln beschriebenen Werte heranreichen. 


Zusammenfassung. 


In der glatten Muskulatur des Hiihnermagens wurden im frischen 
Zustande durchschnittlich 0,093 Proz. (0,059 bis 0,135 Proz.) Milch- 
siure gefunden, auf der Héhe der Totenstarre 0,145 Proz. (0,104 bis 
0,323 Proz.). 

Die postmortale Milchsiurebildung verliuft, mit etwas friiherem 
und steilerem Beginn, zeitlich parallel den mechanischen Verinderungen 
(Verkiirzung, Hartezunahme) der Totenstarre des Muskelmagens. Sie 
erreicht mit diesen zugleich in 5 Stunden nach dem Tode ihren Héhe- 
punkt, wonach dann allmahlicher Abfall der Milchsiurewerte eintritt. 

Da der zeitliche Verlauf dieser Veriinderungen fiir den Hiihner- 
und Taubenmagen verschieden ist, bei jedem dieser beiden Organe 
aber fiir die mechanischen und chemischen Veranderungen iiberein- 
stimmt, so ist nunmehr mit Sicherheit anzunehmen, daB auch bei 
der Totenstarre der glatten Muskulatur die Milchsiurebildung eine 
Bedingung fiir die mechanischen Verinderungen (Verkiirzung, Harte- 
zunahme) im Sinne einer Kontraktursubstanz darstellt. 


1) Riesser, im Handb. d. norm. u. pathol. Physiol. 8, 257, 1925. 











Uber die chemische Natur der Adsorption. 
Von 
Kshitish Chandra Sen. 
(Aus dem chemischen Laboratorium der Universitat Allahabad, Indien.) 


(Eingegangen am 22. Dezember 1925.) 


In einer friiheren Mitteilung') habe ich dargetan, daB der chemischen 
Natur des Adsorbens in bezug auf die Art und den Grad der Adsorption 
eines Stoffes aus seiner Lésung eine grobe Bedeutung zukommt. Es 
hat sich erwiesen, daB die Langmuirsche Adsorptionstheorie?) dic 
Bildung unbestimmter chemischer Verbindungen zwischen dem Ad- 
sorbens und der adsorbierbaren Substanz voraussetzt. Verallgemeinert 
man die Theorie, so fiihrt sie zu einem besseren Verstaindnis vieler 
Erscheinungen, bei denen sich nur schwer ein Unterschied zwischen 
einer wahren Verbindung und einer Adsorption feststellen lat. In 
der vorliegenden Abhandlung soll gezeigt werden, daB der Grad der 
Adsorption bei chemisch aktiven Oberflichen in hohem MaBe von 
der chemischen Natur des adsorbierbaren Stoffes abhingt. Dir 
experimentellen Ergebnisse umfassen die Adsorption von Séuren und 
Basen durch basische Substanzen sowie die von Siéuren und Basen 
durch saure Stoffe, ferner die Anderung der Ionenadsorption eine- 
Salzes und seine Abhaingigkeit von der Natur der Oberflache. Zugleich 
wird eine kurze Ubersicht iiber einige bei elektroosmotischen Messungen 
erhaitene Resultate gegeben. 

Tabelle I. 
Adsorbens: Chromhydroxyd 0,261 g. 
Adsorption von Schwefelséure und Natriumhydroxyd pro Gramm Adsorbens. 





Adsorption von Schwefelsaéure Adsorption von Natriumhydroxyd 





Urspriingliche Konzentration Adscaptien Urspriingliche Konzentration Adsception 


Milliaquivalente Milliaquivalente 


2.3826 7,838 23826 1,682 
2.0840 7,280 om ~- 
1,7670 6,439 1,7670 1,582 
1,4500 5,405 1,4500 1,524 
1,1320 4.273 am —_ 


1) Kolloid-Zeitschr. 36, 193, 1915. 
2) Journ Amer. Chem. Soc. 38, 2221, 1916; 39, 354, 541, 1917. 
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Tabelle II. 
Adsorbens: Aluminiumhydroxyd 0,267 g. 
Adsorption von Schwefelséure und Natriumhydroxyd gleicher Konzentration 
pro Gramm Adsorbens. 





Urspriingliche Konzentration Adsorption 
Milliaquivalente ven SSuss 


1,1320 
0.9902 
0,7921 
0,5940 
0,39605 


Tabelle III. 
Adsorbens: Eisenhydroxyd 0,2559 g. 
Adsorption von Schwefelséure und Natriumhydroxyd pro Gramm Adsorbens. 





Adsorption von Schwefelsaure I Adsorption von Natriumhydroxyd 
1 
Urspriingliche Konzentration , | Urspringliche Konzentration , 
Adsorpti Adsorpti 
Millidquivalente - Milliaquivalente - 





1,696 0,9434 
1,651 0.7548 
1,597 0,5659 
1,536 0.3773 
1,483 02830 


Tabelle IV. 
Adsorbens: Mangandioxydhydrat. 
Adsorption von Séure und Alkali. 





Adeorbierte 
© 


. nge Menge 
Angewandte Lésung H’ oder OH’.Jonen | H" oder Ol'slonen 
g 


Schwefelsiure .... 0,0094, 
Essigsaure 0.0162 
Natriumhydroxyd . . 0,0170 
; .. | 0.0340 
Kaliumhydroxyd .. . 0,0170 
coco fl 0,0340 
Aus diesen Tabellen geht hervor, daB die Natur des Adsorbens 
sowohl auf den Adsorptionsgrad der Saure als auch der Base einen ganz 
bestimmten EinfluB8 ausiibt. So ergibt sich bei den Hydroxyden des 
Eisens, Aluminiums und Chroms, daB die adsorbierte Siuremenge 
weitaus gréBer ist als die von Alkali. Im Falle des Chromhydroxyds 
betrigt das Verhaltnis ungefihr 4:1. Beim Eisenoxyd wird um die 
Halfte mehr Siure als Alkali adsorbiert. Dagegen findet man beim 
sauer wirkenden Mangandioxydhydrat, daB eine viel starkere Adsorp- 
tion von Alkali als von Saure stattfindet. Betrachtet man wiederum 
Biochemische Zeitschrift Band 169. 13 
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das Beispiel des Eisen- und Aluminiumhydroxyds und den Grad do 
Alkaliadsorption, so tritt eine abnliche Wirkung der Oberflachey. 
natur klar zutage. Aus den Tabellen I] und III ist ersichtlich, da); 
das Aluminiumoxyd eine viel gréBere Quantitaét von Alkali adsorbiert 
als Kisenoxyd. Es ist allgemein bekannt, da8 das Aluminiumhydrox yi 
bedeutend starker sauer wirkt als Eisenhydroxyd und sich leichter in 
konzentrierten Alkalien list, indem es Salze vom Typus der Aluminate 
bildet. NaturgemaB weist daher das Aluminiumoxyd gegeniibe: 
Hydroxylionen eine gréBere chemische Affinitaét auf als Eisenhydrox yi 
Umgekehrt sollte letzteres gegeniiber Siuren ein stirkeres Adsorpticns. 
vermégen als Aluminiumhydroxyd zeigen. Diese Vermutung konnte 
experimentell bestatigt werden in Versuchen mit Citronen-, Wein- 
Oxal- und Maleinsiure. : 

Nur bei Anwendung von Schwefelsiiure ergab ein vereinzeltes 
Experiment, daB Aluminiumoxyd stirker als Eisenoxyd adsorbierte 
Dieser Versuch bedarf daher einer Wiederholung. Im Falle des Chrom- 
hydroxyds wurde jedoch sowohl Saure als auch Alkali starker adsorbiert 
als durch Eisenoxyd. Wahrscheinlich spielt hier auBer der chemischen 
Affinitét noch ein anderer Faktor eine Rolle. 

In der vorhergehenden Arbeit habe ich bereits festgestellt, dal 
Eisenhydroxyd in einer Suspension negativ geladener Partikeln durch 
Schiitteln mit Salzen, wie Natriumarsenit, Natriumphosphat usw., 
stabilisiert werden kann, wenn eine bevorzugte Adsorption negativer 
Ionen erfolgt. Es wurde ebenfalls ermittelt, daB die Adsorption eines 
Salzes durch basische Adsorbentien viel geringer ist als die einer Siure. 
Tabelle V gibt die Ergebnisse der Adsorption von Natriumarsenit 
und arseniger Saure durch Chromhydroxyd wieder. 


Tabelle V. 








von von 
Natriumarsenit arseniger Saure 


rickt in 
Jod-Milliaquivalenten 


Urspriingliche Konzentration | Adsorption 


3,7518 4,0002 
3,5997 3,8025 
3,3513 3,5794 
3,0014 3,2549 
2,4235 2,8037 


Boswell und Dickson") erhielten ahnliche Resultate mit Eisen- 
hydroxyd, die auch von mir bestiatigt werden konnten. Zusatz von 
Alkali vermindert somit den Grad der Adsorption von Arsenitionen 
aus Arsenigsiurelésungen durch die basischen Eisen- und Chrom- 
oxyde. Bei Natriumcitrat, -phosphat usw. kann man die Adsorption 


1) Journ. Amer. Chem. Soc. 40, 1793, 1918. 
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yegativer lonen im Vergleich mit der Adsorption der reinen Sauren 
vernachlassigen. 

Bisher wurde ein vergleichendes Studium der Adsorption von Séure 
und Alkali sowie von Séure und Salz unternommen. Nunmehr soll gezeigt 
werden, daB die Natur des Adsorbens einen groBen EinfluB auf die Adsorption 
positiver oder negativer lonen ausiibt. So konnte Glivxelli'!) dartun, daB 
frisch gefallte Kieselsiure den basischen Anteil hauptsachlich von Neutral- 
salzlésungen wie NaCl, KCl, CaCl, unter Freisetzung von Séure adsorbiert. 
Er fiihrte jedoch keine quantitativen Messungen beziiglich der relativen 
Mengen der adsorbierten Saure und Base aus. In einer friiheren Mitteilung *) 
wurde berichtet, daB nach der Ausfallung von Arsensulfid durch KC! 
aus einer kolloidalen Lésung, die Chloridionen in einem AusmaB von 
50 Proz. im Verhaltnis zu den Kaliumionen adsorbiert werden. 


Die folgenden Ergebnisse*) behandeln die Adsorpticn von positiven 
sowie negativen lonen aus der gleichen Lésung durch Mangandioxyd- 
hydrat. 


Tabelle VI. Mangandioxyd l,lg. Volumen der Lésung = 40 ccm. 
Konzentration Adsorption von ii Adsorption von 
Salz der Lésung Kationenaquivalenten | A q lent 








Glee ss ees 05 n 0,001 62 0,000 22 
ear 05 n 0,00068 0,000 148 
ie plnear ate 0,58 n 0.00044 0,000 148 

Diese Zahlen beweisen, daB sich das negativ geladene Mangan- 
dioxyd gegeniiber Basen wie eine Siure verhilt und Salze vom Typ 
der Manganite bilden kann. Es adsorbiert auch negative Ionen in 
einem gewissen Umfang, und obwohl diese Adsorption geringer ist 
als die des basischen Anteils, so kann sie doch nicht vollstandig ver- 
nachlassigt werden. Es wird ferner gezeigt werden, daB in aquivalenten 
Konzentrationen das SOj-lon viel stirker adsorbiert wird als die 
(i’-Ionen, in Aquivalenten ausgedriickt. Daher sollte Kupfersulfat 
im ganzen starker adsorbiert werden als Kupferchlorid, was tatsichlich 
experimentell bestatigt wurde. Tabelle VII gibt einige dieser Er- 
gebnisse wieder. 


Tabelle VII. Mangandioxyd = 0,8 g. Volumen der Lésung 20 cem. 





: Adsorption 
. Konzentration 
_ der Lésung von a 


CaCk. +. = 0,605 n 0,0488 
CdSO, ... 0,605 n 0.0514 
Cc hs «48 05 n 0,0044 
ee 0605n | 0,0097 


1) C. r. 176, 1714, 1923. 
2) Journ. of phys. Chem. 29, 522, 1925. 
8) Vel. Chatterjee und Dhar, Kolloid-Zeitschr. 33, 18, 1923. 
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Tabelle VII (Fortsetzung). 
Mangandioxyd = 1,1g. Volumen der Lésung = 40 ccm. 





HI Adsorption 
Konzentration A 
| Ger Udeane von _— 


05 a 0,01878 
0,46 n 0,0328 
0,48 n 0,033 28 
05 n 0,0520 
05 n 0,0148 
05 n 0,030 2 


Aus Tabelle VII geht hervor, daB Sulfate in der Regel stirker 
durch Mangandioxyd adsorbiert werden als Chloride, und die Adsorption 
des Kations wird deutlich durch die Gegenwart des Anions beeinflust. 
Wird das Anion stark adsorbiert, so wird auch die Kationenadsorption 
erhéht und die Gesamtadsorption des Salzes wird dadurch gréBer. 

Diese Tatsache wurde bereits friiher von Lachs und Michaelis") fest- 
gestellt; Estrup*) fand, daB ein Kation in Abwesenheit eines leicht ad- 
sorbierbaren Anions viel leichter adsorbiert wird und umgekehrt. Uber- 
haupt wurden viele Beispiele dieser Art bei der Adsorption von sauren 
und basischen Substanzen in Gegenwart von Elektrolyten*) gegeben. 

Es kann jetzt als feststehend betrachtet werden, daB die bevorzugte 
Adsorption eines Ions von grundlegender Bedeutung ist bei der Pepti- 
sation oder Ausfillung elektrisch geladener Suspensionen. Natiirlich 
ist es wichtig, hier die Frage aufzuwerfen, wie die Wirkung einiger 
Salze, z. B. mit verschiedenen Anionen und dem gleichen Kation, 
auf eine negativ geladene Suspension sein wiirde, wenn man den 
Adsorptionsgrad der Salze und ihr Fallungsvermégen betrachtet. In 
vorhergehenden Arbeiten*) habe ich dargetan, daB die Wirkung 
der Anionen auf die Fillungswerte der Salze in einem derartigen Falle 
stark von der Valenz der Anionen und ihrer Adsorptionsfihigkeit 
abhingt. Gewdéhnlich tiben héherwertige Anionen einen gréBeren 
stabilisierenden EinfluB aus als die niedrigerwertigen Anionen. So konnte 
bereits gezeigt werden, daB das Sulfation starker adsorbiert wird als 
das Chloridion, und man kann infolgedessen annehmen, daB Kupfer- 
chlorid ein starkeres Koagulationsvermégen besitzt als Kupfersulfat. 
Es ist jedoch schon festgestellt worden, da Kupfersulfat durch 
Mangandioxyd starker adsorbiert wird als Kupferchlorid, oder, genauer 


1) Zeitschr. f. Elektrochem. 17, 1, 1911. 

2) Kolloidzeitschr. 11, 8, 1912. 

8) Pelet-Tolivet, Die Theorie des Farbeprozesses 1910, S. 94, 95, 149; 
Bancrojt, Applied Colloid Chemistry 1921, S. 115. 

*) Zeitschr. f. anorgan. Chem. 142, 352, 1925.; Journ. of phys. Chem. 
29, 523, 1925. 
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ausgedriickt, das Kupfer des Kupfersulfats wird stirker adsorbiert 
als das des Kupferchlorids. Dieser Befund kénnte im ersten Augenblick 
zu der Annahme verleiten, daB Salze, die starker adsorbiert werden, 
eine geringere Koagulationsfahigkeit besitzen. Der FehlschluB wird 
aber sofort deutlich, wenn man daran denkt, daB die starkere Adsorption 
von Kupfersulfat gegeniiber dem Kupferchlorid auf der gréBeren Adsorp- 
tion der Sulfationen gegeniiber den Chloridionen beruht. Die Fallungs- 
werte derartiger Salze fiir negativ geladene Kolloide sind im allgemeinen 
niedrig, und innerhalb dieser Konzentrationen iibt das Sulfation eine 
stirkere stabilisierende Wirkung aus als das Chloridion. In einigen 
Fallen kann es tatsichlich méglich sein daB das Sulfation wirksamer 
ist als das Kupferion selbst, ein Beispiel, auf das wir spiter noch zuriick- 
kommen werden. Es mu daher betont werden, daB das Faillungs- 
vermégen eines Salzes abhangig ist vom Grad der bevorzugten Adsorption 
des fallenden Ions und nicht von der Gesamtadsorption. Diese Er- 
scheinung, die ganz allgemein bei einwertigen und vielen zweiwertigen 
Elektrolyten auftritt, wird fiir gewéhnlich von vielen Forschern iiber- 
sehen, wenn die Ergebnisse der direkten Adsorption von Salzen in 
Beziehung zu ihrem Koagulationsvermégen besprochen werden. Es 
muB8 hier auch folgendes bemerkt werden: Da die Anwesenheit eines 
Kations die Adsorption des Anions beeinfluBt und umgekehrt, so ist 
es méglich, daB bei einer Anzahl von Salzen mit demselben f Anion, 
die GréBe der Anionenadsorption durch eine negativ geladene Ober- 
fliche verschieden sein kann bei verschiedenen Salzen. Infolgedessen 
ist Freundlichs Auffassung'), daB aquivalente Mengen verschiedener 
lonen notwendig sind zur Neutralisation der Ladung fiir dieselbe Menge 
des Kolloids, nicht langer haltbar. In Tabelle VIII geht aus elektro- 
endosmotischen Versuchen mit einer negativ geladenen Oberfliche von 
Mangandioxyd*) hervor, daB die Chloridionen bei Anwendung ver- 
schiedener Salze verschieden adsorbiert werden. 


Tabelle VIII. 


Menge des elektroosmotischen Stromes in Kubikzentimetern in 3 Minuten. 





Konzentration . : pop . 
dso Geiees KCl NaCl LiCl 


0 98 9.8 9,8 
n/3000 74 16 17.7 
n/1000 ar Pe 16,6 
n/500 33 13,1 14.3 
n/250 3,0 17 13,4 


1) Zeitschr. f. physikal. Chem. 73, 385, 1910. 
*) Mukherjee, Journ. Ind. Chem. Soc. 2, 217, 1925. 








So peeeeeeeeeeeegereerreenmenegreneneeagreree ssi 


K.C. Sen: 


Aus diesen Messungen scheint hervorzugehen, daB das Chloridion 
des Natrium- und Lithiumchlorids viel stirker wirksam ist als das 
Chloridion des Kaliumchlorids, und es ist tatsichlich wirksamer als 
das Natrium- oder Lithiumion bei diesen Konzentrationen. Es ist 
auch wahrscheinlich, daB das Lithiumchlorid im ganzen starker adsorbiert 
wird bei diesen Konzentrationen als Kaliumchlorid, obwohl das 
Kaliumion bevorzugt starker adsorbiert werden miiBte als das Lithium. 
ion, weil die Ladung an der Oberfliche sofort vermindert wird. Ein 
ahnliches Resultat wird auch bei Anwendung von Kieselsiuredia- 
phragmen erhalten. Diese Befunde zeigen die Wichtigkeit einer Er. 
klarung fiir den Grad der bevorzugten Adsorption des fiallendea Ions. 


In Tabelle IX werden die mit Alundumdiaphragmen und 
Lésungen bestimmter Kupfersalze erhaltenen Resultate wiedergegeben ') 


Tabelle IX. 





Menge 


Wanderungsrichtung 
cm/sec 


Losung 


0,048 Zur Anode 
0,085 
0,098 
0,091 
0,081 
0,127 
0,132 
0,111 
0,019 
0,020 
0,016 
0,028 
0,089 
0,113 


Kathode 


Anode 


7 


sszuszsssessese ses ss 8 


Diese Werte zeigen, daB das Kupferion gegeniiber Acetat, Nitrat, 
Chlorid und Sulfat in verdiinnten Lésungen bevorzugt adsorbiert zu 
werden scheint, und weniger leicht als Sulfat, wenn die Lésung kon- 
zentrierter wird. Diese Daten geben auch eine Erklarung fiir das selt- 
same, von Reed?) beobachtete Phinomen, daf8 Kupfersulfatlésungen 
durch eine porise Membran zur Kathode gehen, Kupfernitratlésungen 
zur Anode. 

Es ist augenscheinlich, daB diese Adsorption des gleichgeladenc: 
lons auf der chemischen Affinitét beruht, die zwischen der geladenci 
Oberflache und dem fraglichen Ion besteht. Eine elektrische Adsorptic 1 
ist in diesen Fallen nicht méglich. Infolgedessen gelangen wir zu dc: 


') Briggs, Bennett und Pierson, Journ. of phys. Chem. 22, 268, 1918. 
2) Trans. Amer. Elektrochem. Soc. 2, 238, 1902. 
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Anschauung, daB diese chemische Adsorption eine grundlegende Rolle 
spielt bei der Adsorption von Salzen und lonen durch geladene oder 
nicht geladene Oberflichen. In einer friiheren Abhandlung?') zeigte 
ich, daB diese chemische Adsorption infolge der Betatigung der Rest- 
valenzen abhingt von den Oberflichenatomen des Kristallgitters. 
Dies scheint auch die Ansicht von Fajans und Beckerath®) zu sein. 
Da das Wachstum eines Kristalls in seiner Lésung gleichbedeutend 
ist mit der Anziehung, welche die Ionen an der Oberfliche des Kristalls 
gegeniiber den Ionen in der Lésung besitzen, so ist es klar, daB die 
von Marc*) angestellten Betrachtungen iiber die Adsorption von 
Kristallen aus wasserigen Liésungen, von Paneth, sowie Paneth und 
Horowitz*) iiber die Adsorption von Radioelementen durch kristalline 
Adsorbentien, und von Beekley und Taylor ) iiber die Adsorption von 
Silbersalzen durch Silberjodid, von allgemeiner Bedeutung sein sollten. 


Zusammenfassung. 


1. Es ist gezeigt worden, daB die chemische Natur des Adsorbens 
einen groBen Einflu8 ausiibt auf die Adsorption von Salzen oder Ionen 
aus ihrer Lésung. 

2. Es wurde gefunden, daB die Gegenwart eines leicht adsorbier- 
baren Anions den Grad der Adsorption des Kations erhéht. | 

3. Negative Ionen werden oft durch negativ geladene Oberflichen 
adsorbiert gemaiB der chemischen Affinitat, die zwischen beiden 
existiert. 

4. Bei der Betrachtung der Ergebnisse der direkten Adsorption 
von Salzen oder Ionen in Beziehung zu ihrem Koagulationsvermégen 
sollten zwei Tatsachen beriicksichtigt werden. Die Adsorption eines 
negativen lons stabilisiert ein negativ geladenes Sol in Koagulations- 
versuchen, wahrend es auch die Gesamtadsorption des Salzes erhdht. 
Zweitens braucht das gleichgeladene lon nicht in der gleichen Weise 
in Salzlésungen, die verschiedene Kationen enthalten, adsorbiert zu 
werden. Frewndlichs Auffassung, die Adsorption gleicher Mengen von 
lonen sei nétig zur Ladungsneutralisation, versagt véllig in einem der- 
artigen Falle. 


1) Kolloid-Zeitschr. 36, 193, 1925. 

*) Zeitschr. f. physik. Chem. 97, 478, 1921. 

3) Ebendaselbst 75, 710, 1911; S81, 641, 1913. 

*) Physik. Zeitschr. 15, 924, 1914; Zeitschr. f. physikal. Chem. 89, 513, 
1915. 

5) Journ. of phys. Chem. 29, 942, 1925. 











Uber die Abhingigkeit der alkoholischen Garung von der 
Wasserstoffionenkonzentration. III. 


Von 
Erik Higglund, Arne Séderblom und Bélge Troberg. 
(Aus dem chemischen Laboratorium der Akademie zu Abo, Finnland.) 


(Eingegangen am 23. Dezember 1925.) 


Bei unserem Studium der Girungsgeschwindigkeit wurde bis jetzt 
ausschlieBlich die Kohlensiureentwicklung gemessen. In dem Aciditats- 
bereich, pq = 4 bis 6 entsprechend, kann man auch annehmen, daB die 
Kohlensaureentwicklung wirklich ein zuverlissiges MaB des Zucker- 
zerfalls ist. In dem MaBe aber, wie wir uns dem neutralen und alkalischen 
Gebiet ndhern, also bei einer Wasserstoffionenkonzentration der 
Lésung, Py > 6 entsprechend, tritt eine gewisse Unsicherheit ein, 
und zwar einerseits, weil dabei die Kohlensiure von der girenden 
Lésung starker zuriickgehalten wird, andererseits weil sich hier in 
steigendem MaBe die dritte Vergirungsform geltend macht. Diese 
Erscheinung hat gegebenenfalls eine Herabsetzung der Kohlensaure- 
entwicklung zur Folge; es ist aber deswegen gar nicht gesagt, daB die 
Geschwindigkeit des Zuckerzerfalls durch die Verringerung der Wasser- 
stoffionenkonzentration beeinfluBt wird. Die Messung der Garungs- 
geschwindigkeit durch Feststellung der in der Zeiteinheit entwickelten 
Menge Kohlensiure wird also in diesem Aciditiatsbereich irrefiihrend. 
Infolgedessen sind natiirlich auch die Kurventeile, welche die relative 
Geschwindigkeit der Kohlensiureentwicklung in der Nahe des Neutral- 
punkts darstellen, fiir die Geschwindigkeit der Garung, d. h. den Zucker- 
zerfall nicht maBgeblich. 

Um die wahre Geschwindigkeit kennenzulernen, muf man also 
hier den Zuckerabbau verfolgen. Diese Sache ist so gut wie gar nicht 
untersucht worden. Die einzige Untersuchung, die Erwahnung ver- 
dient, ist eine von Huler und Svanberg'). Diese Forscher untersuchten 
die Garkraft von frischer Hefe und Trockenhefe bei py = 5,8 und 
etwa 8,5. Was die Garungsgeschwindigkeit, gemessen am Zucker- 


1) H. 105, 222, 1919. 
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verbrauch, betrifft, so sind die Ergebnisse nicht ganz eindeutig und die 
Autoren ziehen in erwaihnter Beziehung aus den Versuchsergebnissen 
keine Schliisse. Die Untersuchungen verfolgten offenbar in erster Linie 
andere Ziele. Fiir eine Torulahefe erwies sich die Geschwindigkeit des 
Zuckerverbrauchs in dem Bereich py = 5 bis 7 in den fiinf ersten 
Garungsstunden konstant. Neuberg hat mit seinen Mitarbeitern be- 
kanntlich sehr wertvolle Untersuchungen tiber den Gdrungsverlauf bei 
alkalischer Reaktion des Substrats veréffentlicht. Er befaBte sich 
dabei aber nicht mit der Frage der Geschwindigkeit des Zuckerabbaus. 

Um diese Frage aufzukliren, haben wir eine groBe Anzahl Ver- 
suche unter verschiedenen Bedingungen ausgefiihrt, deren Resultate 
hier im wesentlichen mitgeteilt werden sollen. 

Zunichst wurde das Verhalten von mdfig gepufferten Zucker- 
josungen studiert. Zu bemerken ist dabei, daB8 dauernd Alkali zugesetzt 
werden mu, wenn die Alkalinitét des Garungssubstrats aufrecht- 
erhalten werden soll. Das geschah durch Zutropfung von 10n kohlen- 
siurefreier Natronlauge, bis eine schwache Rosafirbung von zugesetztem 
Phenolphthalein eintrat!), Zur Kontrolle der Wasserstoffionen- 
konzentration wurden jede halbe Stunde Proben entnommen und 
elektrometrisch untersucht. Gleichzeitig wurden Zuckerbestimmungen 
ausgefiihrt. Die Garung wurde nach bestimmten Zeiten in heraus- 
genommenen Proben durch Zusatz von einem Uberschu8 von Schwefel- 
siure sofort zum Stillstand gebracht. Fiir die Volumenzunahme durch 
den Alkalizusatz, die allerdings in diesem Falle keine groBe Beachtung 
verdient, wurde bei der Zuckerbestimmung korrigiert. 


I. Geschwindigkeit des Zuckerverbrauchs. 
Versuch I. 


0,15 mol. Na-Phosphat in 1 Liter 5proz. Glucoselésung. 40g frischer 
Oberhefe H. Temperatur 30,0°. 





A B 
| Vorhandene Zuckermenge Vorhandene Zuckermenge 
in 10 com in 10 com 


0,52 5 0,52 
0,47 0.48 
0,43 0,43 
0,38 0,38 
0,33 0,33 
0,29 0,29 
0,25 0,26 
0,21 0,21 
0,17 0,17 





J 
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1) Ahnlich verfuhren Euler und Svanberg, a. a. O. 
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Versuch 11. 


0,15 mol. Na-Phosphat in | Liter 5proz. Glucoselésung. 40g Trockenhe/je, 
aus Oberhefe H durch Trocknung bei gewéhnlicher Temperatur bereite 
und fein pulverisiert. Temperatur 30,0°. 





A B 
| Vorhandene Zuckermenge aT Vorhandene Zuckermenge 
in 10 com Pu | in 10 com 


Pu 
8 | 8 


5 


7,92 051 5, 0,51 
1,75 0,46 0,44 
8,42 - 0,42 
7,65 0,35 0,37 
8,11 0,28 031 
7,65 0,18 0,22 
8,28 0,12 0,17 
7,60 0,04 0,09 


[Toe wwe = © 
— 


« 
a 
~ 


Aus diesen Versuchen ergibt sich mit aller Deutlichkeit, daB die 
Geschwindigkeit des Zuckerverbrauchs in dem Bereich der Wasserstoff- 
tonenkonzentration entsprechend py = 5,7 bis 8 gleich groB ist. Das gilt 
sowohl bei der Garung mit frischer Hefe als auch mit Trockenhefe. 

Ein ahnliches Bild ergab sich bei dem Studium der Garung in 
stark gepufferten Lésungen, wie aus den folgenden Versuchen hervorgeht. 


Versuch II]. 


500 ccm Garfliissigkeit, enthaltend 0,40 mol. Phosphat (Na-Salz), 50¢ 
Oberhefe H, 40g Glucose. Temperatur 30,0°. 





A B Cc 





Zuckergehbalt Zuckcrgehalt Zuckeryehalt 
der Losung der Lésung | Pa der Losung 


38,0 j 38,0 
28,3 29,0 ~ 33,6 
198 19,7 26,5 
115 , 12, 18,7 
3,6 10,5 
0,2 ; 6 ; 0,6 


In einem Versuch, bei welchem die Wasserstoffionenkonzentration 
Pu = 11 entsprach, trat iiberhaupt keine Girung ein. 

Die Garungsgeschwindigkeit, gemessen durch den Zuckerverbrauch, 
ist auch bei noch saurer Reaktion des Substrats unverindert, wie dic 
folgende Tabelle zeigt. 
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Versuch IV. 
heje, 5” cem Garfliissigkeit, enthaltend 0,40 mol. Phosphat (Na-Salz) und 50g 
Sitet Oberhefe R. Temperatur 29,4°. 





A B 


Zeit 


n Stunden Zuckergehalt der Lésung Zuckergebalt der Lésung 


50,0 i, 50.0 
43,1 —- 42,9 
34,5 35,0 
14,3 12,2 


Im AnschluB an diese Versuche wurde auch untersucht, ob die 
Garung durch Anwesenheit von alkalisch reagierendem Sulfit gehemmt 
wird. Fiir den Vergleich wurde gleichzeitig die Geschwindigkeit der 
Garung von Natriumbicarbonat enthaltenden Zuckerlésungen fest- 
gestellt : 


Versuch V. 





| 
A B 
500 com Giarfliissigkeit, enthaltend 50 g 500 ccm Girflissigkeit, enthaltend 30 g 
Glucose, 0,65 mol. NaH COs, 530g frische Glucose, 0,75 mol. Na, SOz3, 50 g frische 
Zeit Oberhete R, 2 com Hefeextrakt (1:10) Oberhefe R, 2 com Hefeextrakt (1:10) 


in Stunden Temperatur 30,2° Temperatur 302° 


Pa Vergorene Zuckermenge Pu Vergorene Zuckermenge 
& & 


8.2 0 : 0 
23 3.0 
8.6 8,2 
183 16,7 
28.4 . 20,5 
39,1 - 26,7 


Es geht aus den Versuchen hervor, dab die Anfangsgeschwindigkeit 
praktisch gleich groB ist. Im Laufe der Garung wird aber die Garung 
durch das Vorhandensein von Sulfit geschwicht. Diese Hemmung ist 
allem Anschein nach auf die Anreicherung des Substrats mit der Acet- 
aldehyd-Sulfitverbindung zuriickzufiihren. 

Das Ergebnis wird durch die folgenden beiden Versuchsreihen 
bestatigt, wobei ein nur relativ schwach gepuffertes Garungssubstrat 
benutzt wurde. Die Alkalinitaét wurde wie friiher durch Zutropfen von 
starker Natronlauge aufrechterhalten. 
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Versu~h VI. 
Temperatur 30,0°. 





| 1000 com Giirflissigkeit. enthaltend 50 g Glucose, 1000 ccm Garfliissigkeit, enthaltend 5%, 
0,2 mol. Nasphosphat, 20 g Trockenhefe (aus Ober- Glucose, 40 g Nay SOs, 20 g Trocken 
Zeit hefe R) hefe (aus Oberhefe R) 











in A i ws ae Cc 
Stunden” = =~—O™ os PR bo a iid Sea 
Vergorener Vergorener Vergorener Zucker 
Pu Zucker Pu Zucker Pu | 
e . 8 
0 7,7 | 0 4.6 0 7,6 0 
2 7,5 30,0 33,0 7,5 15,5 


Versuch VII. 


Der Zuckerschwund wurde durch Drehungsabnahme festgestellt'). 
Temperatur 30,0°. 











1000 com Garfliissigkeit, enthaltend 25 g 1000 ccm Garfliissigkeit, enthaltend 
Fructose, 0,2 mol. Nasphosphat, 15 g 25g Fructose, 40g Nay SO», 15g 
Zeit Trockenhefe (aus Oberhete R) ‘rrockenhete R 
in A B S 
Stunden 7 ee ee eer 7 
ftpesmnte fen Anwesende Zuckermenge 
PR | Zackermenge Pu | uckermenge Pu 
| & & 
0 8.5 50 58 50 85 50 
1 8,0 25,6 | 24.9 8,0 28,2 
2 7,6 58 || 34 7,9 17,8 


Zum SchluB sei noch ein Versuch erwahnt, wobei die Giarung mit 
Trockenhefe in stark gepufferten Lésungen geschah. 


Versuch VIII. 


500 cem Garfliissigkeit, enthaltend 0,4 mol. Phosphat (Na-Salz), 20 ¢ 
Trockenbefe R, 20g Glucose. Temperatur 30,0°. 








| A B Cc 
| — SS — ee 
i Zucke! 1 Zuckergehalt Zu alt 
am I Pu der = Pu der — Pu ay) 
- * 8 g 
Oh 5,8 20,0 7,1 20,0 94 20.0 
0 30’ } 18,4 18,1 18,9 
1 O 16,7 16,7 j 185 
1 30 -- 14.5 7.9 
2 0 | 133 12,1 16,1 
3 0 | 93 83 12.6 
4 0 5,7 | 5,6 7,0 43 7,3 8,7 


Auch hier zeigt sich, daB die Zuckerabnahme in den Versuchen A 
und B praktisch gleich groB ist. Die starke Alkalinitét der Lésung C 


1) Vgl. Newberg, Hirsch und Reinfurth, diese Zeitschr. 105, 307, 1920. 
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hemmt die Garung im Anfang recht stark. Aber nach etwa 1, bis 
2 Stunden, da die Wasserstoffionenkonzentration etwas gestiegen ist, 
wird die Girungsgeschwindigkeit auch in diesen Versuch ebenso groB 
wie in dem Versuch A oder B. 


II. Geschwindigkeit des Zuckerverbrauchs mit derjenigen der 
Kohlensaureentwicklung verglichen. 

Wie bereits hervorgehoben wurde, war schon von vornherein 
anzunehmen, daB in dem MaBe wie die Reaktion des Garungssubstrats 
sich dem Neutralpunkt bzw. dem alkalischen Gebiet niherte, die direkt 
gemessene Kohlensiureentwicklung als kein zuverlissiges MaB der 
Garung betrachtet werden kénnte, einerseits weil sicherlich nicht 
unwesentliche Mengen Kohlensiure von der girenden Lésung zuriick- 
gehalten wurde und andererseits, weil der Garungsverlauf nicht mehr 
ganz nach der ersten Vergirungsform verliuft. Da die oben angefiihrten 
Versuche zeigen, daf der Zuckerabbau weit in das alkalische Gebiet 
hinein mit derselben Geschwindigkeit verliuft wie bei ,,optimaler“ 
saurer Reaktion des Substrats, war es von groBem Interesse, zu sehen, 
mit welcher Geschwindigkeit die Kohlensiure unter solchen Verhilt- 
nissen entwickelt wurde. 

Wir fiihren folgende Versuche an: ’ 


Versuch IX. 
Giaransatz: 25 ccm 5proz. Phosphatlésung, enthaltend 1,25 g Glucose. 
Die Kohlenséure volumetrisch wie friiher gemessen. Alle Kohlensaure 
beim Abstellen des Versuchs durch Zusatz von 10 ccm 10proz. Schwefel- 
séure ausgetrieben. 





A. 1g frische Oberhefe R. Garung 2 Stunden. 


Versuch Nr. I | 2 | 3 + 
Pm vor der Gairung....... 85 75 5,6 45 
Py nach der Gaérung ...... 6,9 69 | 50 | 36 
Zuckerverbrauch in g 
0,74 0,76 0,82 0,82 


Kohlensaure in ccm 
89,6 141.6 140.7. | 134,7 


B. 1g Trockenhefe aus Oberhefe R. Géarung 1 Stunde. 





Versuch Nr. || 1 2 3 4 5 
Pm vor der Garung. . 9.0 7,4 6,2 5,1 | 4.2 
Pa nach der Garung . 6,9 6,8 | 66,2 — — 
Zuckerverbrauch in g 
0,25 036 | 0,33 0,37 0,31 


Kohlensaéure in cem 
38,9 525 56,6 72,0 65,3 
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Versuch X. 

In diesem Versuch wurde die Alkalinitaét durch Zutropfung von stark 
Natronlauge bei py ~ 10 aufrechterhalten. Der Garansatz wie im \V: 
such IX. 1g Trockenhefe R. Géarungszeit 1 Stunde. Zum SchluB wur 
die Garfliissigkeit wie friiher mit Schwefelsiure versetzt. 

Es trat keine Kohlensdiureentwicklung ein. Der Versuch wurde mi 
demselben Ergebnis wiederholt. Die Gdrung mit Trockenhefe von der 
von uns benutzten Rasse wird bei einer Wasserstoffionenkonzentration 
von Py = ~ 10 vollstindig gehemmt. Ein Zuckerverbrauch keonnte 
nicht nachgewiesen werden. 


Versuch XI. 


Zur weiteren Kontrolle wurde ein gréBerer Versuch angesetzt. Garansat 

500 ccm 5proz. Glucoselésung mit 0,15 mol. Phosphat. Die Lésung A 

wurde durch Alkalizusatz auf py = ~ 8,5 gehalten. In der Lésung B 

betrug py, ~ 5,7. Die Kohlensiure wurde durch Wdgung bestimmt. 20 ¢ 
Oberhefe H. Géarungszeit 3 Stunden. Temperatur 30,0°. 


A. py = 8,0 bis 8,5 B. py = 


Kohlensiure ....... 4,47¢ 5,37 g 
Zuckerverbrauch .... . 12,4 g 12,7 g 


Diskussion der Versuchsergebnisse. 


Es ergibt sich aus den Versuchen, daB die Garung mit den von uns 
untersuchten Hefen in frischer und getrockneter Form, wenn sie durch 
den Zuckerverbrauch gemessen wird, in einem sehr weiten Bereich der 
Wasserstoffionenkonzentration, nimlich von pg = ~ 4 2u pg = ~ 8,5, 
mit derselben Geschwindigkeit verliuft. Dies wiirde ja bedeuten, dali 
das Enzym oder die Enzyme, welche die Garung einleiten, ein aufer- 
ordentlich breites py-Optimum haben. 

Nach Ansicht verschiedener Forscher, in erster Linie Harden 
und von Euler, besteht die einleitende Phase der Girung in einer Ver- 
esterung des Zuckers mit Phosphorsiure. Die Phosphorylierung ist, 
wie Zuler und Nordlund) gezeigt haben, in hohem Grade von der 
Wasserstoffionenkonzentration des Gérungssubstrats abhingig. Die 
optimale Wasserstoffionenkonzentration der Phosphatese entspricht 
Pa = ~ 6,3. Die Wirkung dieses Enzyms wird bei neutraler und 
schwach alkalischer Reaktion auBerordentlich stark geschwiicht. 
Dasselbe ist auch bei Erhéhung der Wasserstoffionenkonzentration 
der Fall. 

Stellt man sich auf den Standpunkt, daB der Zuckerabbau von 
einem einzigen Enzymkomplex bewirkt wird, der sowohl in der sauren 
als alkalischen Lésung tiitig ist, und setzt man voraus, was wohl be- 
rechtigt sein diirfte, daB die Wirkung der Phosphatese unter allen 


") H. 116, 234, 1921. 
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Umstinden der pg-Aktivitatskurve von Euler folgt, so wird man zu 
dem merkwiirdigen SchluBsatz gezwungen, daB die Phosphatese fiir den 
enzymatischen Zuckerzerfall keine Bedeutung hat. 

Es ist aber gar nicht undenkbar, daB in der Hefe auBer dem ge- 
wohnlichen Garungsenzymkomplex, der Zymase, auch andere zucker- 
abbauende Enzyme unter Umstianden, z. B. in alkalischer Lésung, 
wirksam sein und unter Umstinden sich neben der gewéhnlichen 
Garung geltend machen kénnen. Wenn man annimmt, daB die letzt- 
genannte Abbaureaktion nicht mit einer Phosphorylierung des Zuckers 
eingeleitet wird, so kann die Theorie, daB die Bildung von Garungs- 
hexosephosphorsauren fiir den Zuckerzerfall eine Vorbedingung ist, 
noch verteidigt werden, wenn man diesen Zerfall auf die gewdhnliche 
Garung beschrinkt. 

Wir werden spiiter auf diese Frage in anderem Zusammenhang 
zurickkommen. Die Untersuchungen werden fortgesetzt. 


Zusammenfassung. 


1. Der Zuckerzerfall, durch das Verschwinden des Zuckers und 
nicht durch die Kohlensiureentwicklung gemessen, verliuft mit den 
von uns untersuchten Hefen in frischer und getrockneter Form in 
einem Gebiet der Wasserstoffionenkonzentration, entsprechend etwa 
Py = 4 bis 8,5, mit derselben Geschwindigkeit. 

2. Der Zuckerabbau wird durch die Anwesenheit von Sulfit bei 
Py = 8 im Anfang der Girung nicht verzégert. Erst spiter tritt eine 
Verlangsamung ein; sie kann wahrscheinlich auf die Anreicherung der 
Acetaldehyd-Sulfitverbindung, die vermutlich girungshemmend wirkt, 
zuriickgefiihrt werden. 

3. In Ubereinstimmung mit den Ergebnissen friiherer Mitteilungen 
verlauft die Kohlensiureentwicklung bei schwach saurer Reaktion des 
Garungssubstrats, entsprechend pg = 5 bis 6, mit maximaler Ge- 
schwindigkeit. 

4. Bei einer Wasserstoffionenkonzentration, entsprechend py = 10, 
tritt keme Garung mehr ein. 

5. Die Ergebnisse, insbesondere die Frage betreffend der Anteil- 
nahme der Phosphorsiure im Garungsvorgang, wurden diskutiert. 








Chemische Untersuchungen iiber die Metamorphose der Insekten. 


III. Mitteilung: 
Uber die ,,subitane“ und ,,latente“ Entwicklung"). 


Von 
Jozef Heller. 


(Aus dem medizinisch-chemischen Institut der Universitat Lwéw.) 
(Eingegangen am 24. Dezember 1925.) 


Mit 5 Abbildungen im Text. 


Das Puppenstadium dauert bei verschiedenen Insektenformen 
verschieden lange, je nachdem es im Sommer durchgemacht wird, 
oder sich tiber den Wintér erstreckt; im ersten Falle einige Wochen 
im anderen mehrere Monate. Es gibt auch Formen, bei denen beide 
Arten der Puppenentwicklung abwechseln, wie bei unseren Pieriden, 
Vanessen, und es kommt gelegentlich vor, daB eine Form mit lang. 
lebender, tiberwinternder Puppe in wenigen Wochen ausschliipft. 
Besonders interessant liegen diese Verhiltnisse bei der Araschnia 
levana-prorsa, wo bekanntlich beide Generationen eine so verschiedene 
Fliigelfarbung aufweisen, da6 sie fiir verschiedene Arten gehalten 
wurden. 

Nun hat Fr. Siiffert®) gezeigt, daB dieser Saison-Dimorphismus 
mit der Entwicklungsweise der Puppe verkniipft ist, indem die Subitan- 
entwicklung in der Regel die Prorsa, die Latententwicklung dagegen 
Levana ergibt. Es ist dabei gleichgiiltig, ob die Puppen an sich zum 
entsprechenden Entwicklungsmodus veranlagt waren, oder dieser 
ihnen durch Temperaturreiz (subitan durch Warme, latent durch 
Kalte) aufgezwungen worden ist. Man kann aber auch durch Kilte- 


1) I. Mitteilung: Pfliigers Arch. f. d. ges. Physiol. 210, 736, 1925: 
IL. Mitteilung: diese Zeitschr. 165, 411, 1925. 
*) Fr. Siiffert, Biol. Zentralbl. 44, 173—188, 1924. 
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cinwirkung wihrend einer eng umgrenzten ,,sensiblen“ Periode eine 
_Kadlte-Levana“ bei subitaner Entwicklung erreichen. Ein Gegenstiick, 
eine ,, Warme-Prorsa“ bei latenter Entwicklung, lieB sich bisher nicht 
erhalten. 

Die Bedeutung dieser Arbeit scheint darin zu liegen, daB sie das 
wichtige Problem des Entwicklungsmodus, welches, nach bisherigen 
Ergebnissen zu schlieBen, durch Stoffwechselversuche zu lésen ist, 
mit einem anderen Forschungsgebiet in Beziehung bringt, mit den 
bekannten Experimenten tiber den EinfluB der Temperatur auf 
die Zeichnung der Insekten. Doch ist die Darstellung des Wesens der 
heiden Entwicklungsmodi in der Arbeit von Siiffert derart, daB sie die 
beiden Forschungsrichtungen wieder auseinander fiihren kénnte. 

Siiffert') schreibt naimlich: ,,Beginnt die Puppenentwicklung 
sofort bei der Verpuppung*) ... so entsteht die Prorsaform (,,Subitan- 
prorsa“). Beginnt die Puppenentwicklung nicht sofort bei der Ver- 
puppung, sondern wird erst eine Latenzperiode durchgemacht, wahrend 
der die Entwicklung stillsteht, so entsteht die Levanaform (,,Latenz- 
levana“‘) usw. Und weiter unten noch deutlicher: ,,Bei der Latenz 
steht die Entwicklung auf einem sehr friihen (vermutlich vor der 
sensiblen Periode liegendem) Punkte vollkommen still und verlauft 
dann, einmal in Gang gekommen, mit normaler Geschwindigkeit.“ 


Nun ist zu beachten, daB nach Siiffert die sensible Periode fiir die 
Hinterfliigel in die Zeit gegen 12 Stunden, fiir die Vorderfliigel um 
24 Stunden nach der Verpuppung fallt. 

Diese Darstellung der Sachlage entspricht wohl den ékologischen 
Verhaltnissen und macht das gelegentliche Auftreten einer zweiten 
Generation im warmen Spatherbst statt im Friihling ohne weiteres 
verstandlich. Sie steht jedoch mit gewissen Tatsachen im Widerspruch, 
die sich aus Stoffwechselversuchen ergeben. 


Wir wissen aus den Versuchen von Tangl*), Weinland *) und Krogh®), 
daB die Entwicklung im Puppenstadium aus zwei Prozessen besteht. 
Der eine, dissimilatorische (,. negative, Weiland) bewirkt eine Zerstérung 
der larvalen Organe, er dominiert am Anfang, nimmt aber immer mehr 
an Intensitét ab. Der andere, assimilatorische (,,positive’, Weiland), 
welcher einer Entwicklung der Imaginalscheiben entspricht, ist am 
Anfang unbedeutend, gewinnt aber schnell an Intensitat und drangt 


1) Biol. Zentralbl. 44, 182. 

2) Von uns hervorgehoben. 

3) Pfliigers Arch. 130. 

*) Zeitschr. f. Biol. 47, 1905. 

5) Zeitschr. f. allgem. Physiol. 16, 1914. 


Biochemische Zeitschrift Band 169. 
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dann den ersten zuriick. So kann man mit Krogh drei Abschnitte jim 
Puppenstadium annehmen : 

1. Mit fallendem Stoffwechsel, in welchem der dissimilatorisc)e 
ProzeB dominiert. 

2. Mit minimalem Stoffwechsel, wahrend dessen der erste Proze{} 
sein Minimum erreicht hat und der andere erst anfingt. 

3. Mit rasch ansteigendem Stoffwechsel, wo der assimilatorische 
ProzeB dominiert. 

Alle bisherigen Untersuchungen beziehen sich auf die Subitan- 
entwicklung, aber eine FuBnote bei Krogh') 1aBt erkennen, daB er die 
,,Winterruhe“ der Puppen der zweiten Periode zuteilt. DaB Krogh 
auch hier das Richtige getroffen hat, beweisen unsere eigenen Unter- 
suchungen an Deilephila Euphorbiae. 

Nun hatte ich in diesem Sommer die Gelegenheit, die subitane 
Entwicklung bei iiber 80 Deilephilen zu untersuchen. So ergab sich die 
Moglichkeit, die beiden Entwicklungsweisen bei ein und derselben Art, und 
zwar solcher mit — in Mitteleuropa — regelmabBiger ,,latenter“ Ent- 
wicklung, zuvergleichen. Wir wollen also an diesem Beispiel entscheiden, 
welcher Art die Unterschiede zwischen den beiden Entwicklungsweisen 
sind. Gibt es eine Latenzperiode, wie sie Siiffert annimmt, die in weniger 
als 12 Stunden nach der Verpuppung einsetzt und dann, nach der 
Uberwinterung, durch eine Entwicklungsperiode gefolgt wird, welche 
genau der ganzen Subitanentwicklung entspricht ! Oder hat man viel- 
mehr beide Entwicklungsmodi als einen verschieden lange ausgedehnten, 
sonst aber gleichen Vorgang zu betrachten ¢ 

Vollstandigkeitshalber schicken wir noch eine Schilderung der 
Subitanentwicklung bei Argynnis paphia (einem Tagfalter wie Araschnia) 
voraus, da es méglich wire, daB die Subitanentwicklung auf phylo- 
genetischer Basis anders verlauft, als auf Grund individueller Ab- 
weichung. 


Il. Die Subitanentwicklung bei Argynnis paphia L. 


Der bekannte Silberstrich oder Kaisermantel, der gréBte unserer 
Perlmutterfalter, fliegt im Juni und August. Seine Raupe tiberwintert 
und lebt bis im Mai hauptsichlich an Himbeeren. Ist sie reif zur Ver- 
puppung, dann klammert sie sich mit den AfterfiiBen an irgend einen 
diinnen Zweig oder Blattstiel an. Das Kérperende wird noch durch 
ein kleines aber dichtes Gespinnst an die Unterlage befestigt. In dieser 
Position — kopfabwirts — verharrt sie auch wahrend der ganzen 
Puppenperiode als seltsam eckige, mit kafergriin metallisch glanzenden 


1) Siehe weiter unten FuBnote S. 228. 
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Flecken geschmiickte Puppe. Beim Schmetterling zeichnet sich das 
Minnechen durch schwarze Bestiubung der Rippen an den Vorder- 
fligeln aus. 

Die Raupen wurden am 31. Mai — mit dem Hinterleibe an diinne 
Zweige angeheftet — gefunden. Die Zweige wurden knapp an den 
Anheftungsstellen abgeschnitten, so daB die Raupen an diinnen Holz- 
stibehen hingen. Zwei Exemplare wurden mit diesen Stabchen mittels 
dimnen Drahtes an Glashaken kleiner Respirationsgliser befestigt. 
Die Glaser von etwa 30ccm Inhalt kommunizierten mit Barcroft- 
manometern, waren mit je 0,3cem Kalilauge (4 Proz.) beschickt und 
dienen in der tiblichen Weise zu den Respirationsversuchen ‘). 

Zufilligerweise war, wie sich beim Ausschliipfen gezeigt hat, das 
eine Exemplar Mannchen, das andere Weibchen. Die Untersuchung 
wurde so geleitet, daB Versuchsdauer und Pause zwischen zwei Ver- 
suchen gleich waren. 

Die Verpuppung erfolgte wihrend des ersten Versuches, den ich 
(auf reduzierte Sauerstoffwerte umgerechnet) weiter unten anfiihre. 
Alle Versuche wurden in einem groBen Luftbad von 20° ausgefiihrt, 
wihrend die Zimmertemperatur um diesen Wert schwankte und 18 
bis 22° betrug. Da bei dieser Versuchsanordnung die Puppen nicht 
gewogen werden konnten, werden die Sauerstoffwerte in Kubikzenti- 
metern pro Stunde und Individuum auf 0°, 760 mm Hg und Trocken- 
heit reduziert angegeben und nur an einem Orte zur Orientierung auf 
Grund des durchschnittlichen Anfangsgewichtes der Puppen von 
Argynnis paphia, (0,5 g) auf 1 kg Gewicht und 1 Stunde umgerechnet. 


Tabelle 1. 
Die Verpuppung. 





Sauerstoffverbrauch 
¢ 4 8 
cmm cmm pro Std. jcmm pro Std. 





_ 
n 
Dy 


_ 


4 


SSSS SESSEE 


1150,0 230,0 Q verpuppt 
191,0 191,0 
178,0 178,0 
158,0 158,0 
1059.0 | 9190 | 153,0 co verpuppt 


+ 


or 


+ 


>| 


3450 | 317.0 127.0 
10790 «10225 «| s«135,0 «(1280 
1280 1190 1280 1190 


ac 


= Aas 
a mt pot ——S eS 


9908080 00 Se = = 
SSrmo «aBESsSz 


< 


1) Vgl. dazu Parnas, Abderhaldens Handb. d. biol. Arbeitsmeth. 5, 
3. Abt., S. 667; sowie II. Mitteilung: diese Zeitschr. 165, 411, 1925. 
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In der ersten Tabelle und Abb. 1 sind die Werte fiir den Sauerstoff- 

verbrauch wahrend der Verpuppung dargestellt. Die weibliche Raupe 

verpuppte sich vor dem ersten 

, Ablesen der Manometer, und 

| ihr Sauerstoffverbrauch ver- 

HW / mindert sich fortan. Das 

Mannchen verpuppt sich 8 

bis 10 Stunden spiter. Wir 

sehen bei ihm ein aus. 

gepragtes Maximum einige 

Stunden vor der Verpuppuny 

Es_ entspricht wahrschein- 

Oe lich den heftigen Bewegun. 

Sunaen gen, welche das Abstreifen 

Ath auemalieaghwatrnddeVepwnreng der” Raupenhaut besorgen. 

Sauerstoffverbrauch in einzelnen Versuchsperioden Ein ahnliches Maximum 

der, Gio cungrocgens time rd. Se §=haben wir bei Deilephila 

Euphorbiae mit nachfolgen- 

der Uberwinterung sowie einer mit Subitanentwicklung wiihrend 
des ganzen letzten Tages vor der Verpuppung gefunden. 


Tabelle II. 
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5,0 188,0 230,0 
8.0 2220 158.0 
14.0 176,5 153.0 
30.0 128.0 119.0 
44.0 95,0 88.0 
56.5 92.0 86.0 
77.0 75.0 56,0 
92.0 61,0 60.0 
114.5 60,0 62.0 
164.5 60,0 63,0 
197.0 61,0 615 
20915 61.0 65.0 
238.5 64.0 67.0 
264.5 71,0 83.0 
332.0 92.0 95,0 
| 3515 99,0 103.5 
| 363/5 1110 115,0 
8391/5 113.0 122.0 
4130 125,5 125,0 
| 448.0 201,0 193.0 
| 
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451,5 204,0 197,5 
Beide ausgeschliipft. 
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In dieser zweiten Tabelle haben wir einen Auszug aus 16 Experi- 
menten, aus denen der Sauerstoffverbrauch pro Stunde berechnet wurde. 
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Abb. 2 zeigt diese Werte. Die Kurve fiir Weibchen ist im ganzen 
vegen diejenige fiir das Mannchen nach links verschoben, entsprechend 
der friiheren Verpuppung des ersten. Sonst weisen beide Kurven jene 
typische Gestalt auf, der wir auch bei Deilephila begegnen und welche 
im allgemeinen mit der Kurve fiir Tenebrio nach Krogh) iibereinstimmt. 
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Abb. 2. 
Stoffwechsel wahrend der Metamorphose bei Argynnis paphia. Die / und «+Zeichen 
bedeuten den Sauerstoffverbrauch in Kubikmillimetern pro Stunde und Individuum 
laut Tab. II. Die Rechtecke stellen die Kohlensdureabgabe in Kubikmillimetern 
pro Stunde und Individuum laut Tab. IV dar. 
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Tabelle 111. 


Das Ausschliipfen. 





Sauerstoffverbrauch 


Bemerkung 


s 4 


cmm cmm pro Std. cmm pro Std. 


20. VI. 12h00' — — —- — 

20. VI. 13 60 180.0 173,0 180.0 173,0 

20. VI. 16 45 1080.0 1100.0 291,0 294.0 _ Beide ausgeschliipft 
20. VI. 17 15 164.5 1215 329,0 243.0 

20. VI. 17 30 615 55,2 246.0 225,0 


Die rasch ansteigenden Werte des letzten Tages sind in der 
dritten Tabelle genauer zusammengestellt worden. Die beiden Falter 
schliipften zwar wiihrend desselben Versuches von 334 Stunden 
Dauer aus, aber aus dem rascheren Abklingen der Sauerstoffwerte 
fiir das Weibchen kénnen wir vermuten, daB es friiher als das 
Mannchen ausschliipfte. 


*) Zeitschr. f. allgem. Phys. 16, 1916. 














214 J. Heller: 





Tabelle IV. 
Stunden Kohlensaureabgabe 
Tag Zeit vem , een Bee nee Bemerk 
el Vente _ pes omm pro merkungen 
2.VI. — 11h00" 22 9,0 4.58 208.0  Verpuppt um 8 Uhr 
3. VI. 20 00 55 12,5 6,36 192.5 
9 VI. 19 00 198 16,5 8,41 58,9 
15. VI. 12 00 330 26,0 13,2 100,0 
18. VI. | 12 00 402 16,0 8,14 113,0 
19. VI. | 11 00 425 7,0 3,56 1545 
19. VI. 18 00 432 2.5 1,27 182,0 Ausgeschliipft um 13 Ubr 
Gewicht der Raupe .. . . .676mg_ Abgestreifte Raupenhaut = 4,0 mg 
. des ausgesch]. Falters 273 mg “ Puppenhiille = 6,0 mg 
Wasserverlust = 186,0 mg 45.52 
CO,-Abgabe = 89,5 mg = 45,52 ccm R.-Q. = a7 = 0.705. 
.7 


Summa: 295,5 mg 


Gewichtsverlust des 
R-Kolbens samt Tier 203,0 mg 


Differenz 92,5 mg—ergibt den Sauerstoffverbrauch = 64,7 cem 


An einem dritten Exemplar haben wir eine Versuchsreihe nach 
der Methode von Haldane ausgefiihrt, deren Resultate betreffend dice 
Kohlensaureabgabe in der Tabelle [V zusammengestellt und in der Abb. 2 
veranschaulicht werden. 


Die Raupe wurde kopfabwarts hangend in einem Behialter von 250 ccm 
Inhalt befestigt. Durch den doppelt durchbohrten Gummistopfen wurde 
durch ein Glasrohr die von Wasserdampf und Kohlenséure befreite Luft 
in den Kolben geleitet. Durch die andere Bohrung ging ein anderes Glasrohr 
bis nahe an den Boden durch, welches die Luft aus dem Kolben durch 
gewogene AbsorptionsgefaéBe (1. mit Calciumchlorid, 2. mit Natronkalk 
und Calciumchlorid schichtenweise gefiillt) beférdert hatte. Die Liiftung 
wurde durch Ansaugen in eine 2-Liter-Vakuumflasche mit entsprechend 
zugedrehtem Glashahn besorgt. Zwischen die Vakuumflasche und Ab- 
sorptionsgefaBe war noch eine Waschflasche mit konzentrierter Schwefel- 
siiure eingeschaltet, um einen Ubergang der Feuchtigkeit in die letzten, 
was bei der langsamen Ventilation méglich ware, zu verhiiten. Die Wasch 
flasche fungierte dann zugleich als Blasenzaihler. In passenden Intervallen, 
etwa je 24 Stunden, wurden die AbsorptionsgeféaBe und der Kolben samt 
Versuchsobjekt gewogen, wobei sich die Wasserdampf- und Kohlensaure- 
produktion unmittelbar ergaben. Der Sauerstoffverbrauch wurde als 
Differenz aus der Gewichtszunahme der beiden AbsorptionsgeféBe und 
der Gewichtsabnahme des Kolbens berechnet. 


Da diese Methode fiir die Kohlensiureabgabe viel genauere Werte 
gibt, als fiir den Sauerstoffverbrauch, so wurde nur mit CO,- 
Werten gerechnet und der Sauerstoffverbrauch lediglich als Gesamt- 
summe zur Berechnung des respiratorischen Quotienten herangezogen 

Das Experiment begann am 1. Juni, also gleichzeitig mit den oben 
besprochenen. Die Raupe von 676mg Gewicht verpuppte sich am 





pr 





Chemische Untersuchungen iiber die Metamorphose d. Insekten. III. 215 


2. Juni friihmorgens. Das Ausschliipfen erfolgte am 19. Juni, es war 
somit die Puppenperiode um etwa 30 Stunden kiirzer als bei den beiden 
anderen. 

Der respiratorische Quotient betrigt in diesem Versuche 0,705. 
Die Kohlensaureabgabe wird durch die Rechtecke der zweiten Abbildung 
dargestellt. Der Verlauf derselben entspricht vollstindig den beiden 
Kurven fiir den Sauerstoffverbrauch. 

Es sei noch der Versuch 13 mitgeteilt, in welchem nach derselben 
Methode die Kohlensiureabgabe wihrend des Ausschliipfens und dann 
wahrend des ganzen Lebens des Falters bestimmt wurde: 


Versuch 13. 

Argynnis-Paphia-Puppe kurz vor dem Ausschliipfen. Gewicht 506 mg. 
Temperatur 20°. Versuchsdauer 24,5 Stunden, wobei der miaiinnliche 
Schmetterling ausschliipft. 

CO,-Abgabe = 7,5 mg = 3,82 cem = 156,0 cmm pro Stunde. 

Das Imago wird im Apparat belassen und stirbt nach 154 Stunden 
bei 130 mg Gewicht. 

In dieser Zeit betrigt die Kohlensiureproduktion 25,0 mg = 12,7 ccm, 
das sind 82,5emm CO, pro Stunde. 

Es bleibt noch iibrig, die gewonnenen Werte fiir Veeglcichenweeke 
auf 1 kg Gewicht umzurechnen. Aus Griinden, die in derersten Mitteilung 
naiher erértert werden, wird als Bezugseinheit 1 kg des Puppenanfangs- 
gewichtes angenommen. Aus sechs Bestimmungen erhalten wir als 
durchschnittliches Anfangsgewicht der Puppen 580 mg. So ergibt sich 
die Tabelle V. 

Tabelle V. 
Durchschnittliches Anfangsgewicht der Puppen 580 mg. 





Auf 
lkg Puppen- 
rar 
und | Std. 


cm 


| 
Sauerstoffverbrauch wahrend der Verpuppung. . . “ | 398,0 
24 Stunden nach der Verpuppung . | 270,0 
im Minimum (etwa 80 Stunden nach der | 
Verpuppung). . . be w «8 100,0 
wahrend des Ausschliipfens Pras: 2 508.0 


” 


Sauerstoffverbrauch wahrend der ganzen Puppenzeit = 111,5 Liter 
pro Lkg Gewicht = 260ccm pro Kilogramm/Stunde. 

Durchschnittsgewicht des frisch ausgeschliipften Falters = 270 mg. 

Kohlenséureabgabe des frisch ausgeschliipften Falters = 270 cem pro 
Stunde und 1 kg Puppenanfangsgewicht = 577 ccm pro Stunde und 1 kg 
Faltergewicht. 








216 J. Heller: 


Kohlensiureabgabe waihrend des ganzen Falterlebens: 12,7 cem 
= 82,5cemm pro Stunde. 


Endgewicht des Falters . .... . . 130mg 
Anfangsgewicht des Falters. . . . . . 270 ,, 
Durchschnittsgewicht des Falters. . . 200mg 

Kohlensaéureproduktion = 415,0cem pro Stunde und Ikg Dureh. 
schnittsgewicht. 

Die Werte dieser Tabelle sind, was die Puppen anbelangt, vic! 
héher, zum Teil doppelt so groB als diejenigen fiir Deilephila, auch 
bei der subitanen Entwicklung. 

Was die Lage der sensiblen Periode von Siiffert betrifft, so liegt 
sie fiir beide Fliigelpaare (12 bzw. 24 Stunden nach der Verpuppung) 
am steil abfallenden Schenkel der Kurve. 


Ill. Die Subitanentwicklung bei Deilephila euphorbiae. 

In den Versuchsreihen des Vorjahres wurde der EinfluB der 
Temperatur wahrend der Puppenzeit, von der Verpuppung angefangen, 
studiert. In diesem Jahre sollte dieser Einflu8 schon wihrend des 
Raupenlebens untersucht werden. 


Es wurden ganz junge Exemplare zur Zucht bevorzugt. Seit Anfang 
Juli wurden die Standorte von Euphorbia ciparissias nach den Raupen 
abgesucht, und schon am 19. Juli wurden iiber 50 kleine Raéupchen ge- 
sammelt. Im Gegensatz zu den groBen, bunt gefarbten und an kleinen 
Euphorbiakrautchen sitzenden reifen Raupen sind die kleinen, schwarzlich 
(dann gelbgriin) gefirbten jungen Exemplare schwer aufzufinden, um so 
mehr, als sie kraftige, grime Triebe bevorzugen, wo sie sich an der Unter- 
seite der schmalen Blaittchen verstecken. Man geht am sichersten vor, 
wenn man hin und her streifend nach abgenagten Gipfeln der griinen Triebe 
sucht. Bemerkt man solche, so sind die benachbarten Pflanzen sehr genau, 
Zoll fiir Zoll, zu untersuchen, und man findet dann gewéhnlich 40 bis 
70 Stiick auf einmal. 

Die Raupen wurden in StandgefaBe von 5 bis 10 Liter Inhalt gebracht, 
wo gepfliickte Euphorbien strauBartig geordnet hineingestellt wurden. Mit 
Wasser berieselt, behielten die Pflanzen bei einer Temperatur von 23° 
auch nach 48 Stunden ihre Frische. Bei dieser Anordnung behalten cie 
Raupen beim Fressen dieselbe Kérperlage wie in der Natur, wobei cic 
Exkremente ungehindert zu Boden fallen kénnen. Die Feuchtigkeit halt sich 
in entsprechenden Grenzen, und die Sterblichkeit der Raupen ist sehr gering. 


Es wurden insgesamt tiber 300 Raupen bis zur Verpuppung ge- 
ziichtet, wobei sie gruppenweise verschiedenen Temperaturen aus- 
gesetzt wurden. Die Versuche werden noch teilweise an den Puppen 
fortgesetzt‘ und sind im grofBen und ganzen noch nicht abgeschlossen. 
Hier wollen wir uns nur mit einer Gruppe von 80 Raupen befassen, 
welche die ganze Zeit bei 22 bis 23° geziichtet wurden, sich bei der- 
selben Temperatur verpuppten und die ganze Puppenzeit zugebrachit 
haben. Von dieser Zahl gelangten 72 zur Entwicklung nach 19 bis 
22 Tagen der Puppenperiode, 4 andere nach 8 bis 12 Wochen, dic 





rch. 


viel 
ui h 


liegt 
ung) 


der 
gen, 


des 


fang 
Ipen 

ge- 
inen 
lich 
1 sO 
iter- 
vor, 
lebe 
au, 

his 


cht . 
Mit 
23° 
clie 
clie 
sich 
ing. 


Chemische Untersuchungen iiber die Metamorphose d. Insekten. LI1. 217 


letzten 4 blieben bis jetzt unentwickelt und werden wahrscheinlich 
iiberwintern. Zur Verpuppung gingen die Raupen zum groBen Teile 
nicht in den Boden, sondern verfertigten sich durch Zusammenkleben 
der Euphorbiablatter ein Nest. 

An den Faltern lie} sich keine abnorme Fiirbung oder sonst etwas 
Ungewohnliches beobachten. Sie waren geschlechtsreif und es fand 
auch Begattung statt. Es scheint, als ob zu diesem Zwecke den Faltern 
eine Flugméglichkeit gegeben werden miisse, wozu sich geriumige 
Glasglocken eignen. An den hineingelegten Euphorbien fanden sich 
dann Eier, aus denen nach 6 Tagen Raupchen ausschliipften, die weiter 
veziichtet wurden. Die Begattung und die Bebriitung fanden in dem- 
selben Luftbad von 22 bis 23° statt. 

Am 19. Juli wurden im Freien auch einige Eier gefunden, aus 
denen die Raupen am 22. Juli ausschliipften. Die Verpuppung der- 
selben erfolgte am 16. und 17. August, und somit lebten die Raupen 
etwa 25 Tage. Davon entfallen etwa 4 Tage auf die Verpuppung selbst. 
Der Falter lebt 10 bis 14 Tage, es betrigt also die ganze Lebensdauer 
bei subitaner Entwicklung und 23° etwa 2 Monate. Da der Falter 
schon im Juni erscheint und die Raupen bis zur Halfte September 
hiufig sind, so ist es wahrscheinlich, daB wenigstens in warmen Jahren 
bei diesen Schwirmern in Mitteleuropa eine Sommergeneration auf- 
tritt, deren Nachkommen dann als Puppen tiberwintern (siehe weiter 
unten, S. 229). 

Es verdient auch bemerkt zu werden, daB von diesen 80 Puppen 
keine einzige umgekommen ist. Es waren unter ihnen auch Zwerg- 
puppen, die bei der Uberwinterung so schwer durchkommen ; ja sogar 
verwundete Exemplare, die viel Haimolymphe verloren hatten, kamen 
glatt durch. Wie groB die Unterschiede im Gewicht der Falter waren, 


zeigen folgende Zahlen: 
‘alter Nr. 313 wog 1,838 mg 
- » oe «a Ga 


Ich erblicke darin einen Hinweis darauf, daB die Subitan- 


. 


entwicklung auch bei Deilephila primar ist, die ,,latente“ erst als eine 
Anpassung an ungiinstige klimatische Verhiltnisse aus derselben 
hervorgegangen ist. Dabei wurden verschiedene Regulierungsmecha- 
nismen nétig, welche die Grenzen der Toleranz stark eingeengt haben. 
Trotz der schlechten Chancen einzelner Individuen wird die Si¢herheit 
der Art vergréBert. 

Als charakteristische Merkmale der subitanen Entwicklung waren 
zu nennen : 

1. Die Beweglichkeit der Puppe, die wihrend der ganzen Puppen- 
periode so groB ist, wie bei der langsamen Entwicklung nur wahrend 
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der ersten und der letzten Tage. Nimmt man eine Puppe in die Hand, 
so schlagt sie mit den Abdominalsegmenten nach allen Richtungen. 
Eine ,,Latenz“-Puppe braucht erst eines ziemlich starken Druckes, um 
einige derartige Bewegungen langsam auszufiihren. 

2. Gewichtsverlust') 1aBt schon 2 bis 3 Tage nach der Verpuppung 
keinen Zweifel brig, welcher Weg zur Entwicklung eingeschlagen 
worden ist. Tabelle VI gibt davon ein Bild. Wir finden dort Werte 
fiir die Gewichtsverluste von 20 Individuen mit subitaner Entwicklung. 
Die unterste Zeile bringt zum Vergleich entsprechende Werte fiir die 
Puppe Nr. 101, welche die Metamorphose mit Uberwinterung durch- 
macht. 

Es fallt in der Tabelle auf, daB verschiedene Puppen mit ver- 
schieden groBen Gewichtsverlusten die Metamorphose beenden, etwa 
von 11 bis 29 Proz. Demgegeniiber schliipfen die Schmetterlinge mit 
ziemlich konstanten Anfangsgewichten aus (siehe weiter unten, S. 220). 
Es erschien somit wahrscheinlich, daB die Unterschiede der Gewichts- 
verluste der letzten Tage zufilliger Natur sind, und es wurde nach den 
Ursachen gesucht. Es gelang auch, einen Zusammenhang dieser Verluste 
mit den Respirationsversuchen festzustellen. Die Verhaltnisse stellt 


uns die Tabelle VII dar. 
Tabelle VII*). 








Nr. der Pu Geschlecht Gewichteveriust nee oe Dauer 
tr. der ppe seschiec 08 — a 

153 rou 28,7 6 8,25 
102 o 22.5 3 45 
123 g 22.4 1 18,0 
139 2 etwa 22,0 5 13,0 
Ley o 16,2 1 3,25 
138 C 15,9 jan a 
135 o 15,7 l 1.0 
133 ot 148 — 
113 ro 14,7 _ . 
108 2 etwa 14,0 _ = 
106 o 13,7 nei Fee 
114 rou etwa 13,0 — ium 
121 Q + ae a ae 
152 2 12,0 ia ov 
119 2 11,2 ee ha 
107 2 11,0 1 20 
125 o 11.0 oY PAs 
128 2 10,3 as a 
115 9 10,2 ae ba 
122 g 9.8 = - 


Ps, Bei den Puppen 139, 108, 114 und 121 ist der Totalverlust durch Extrapolation erhalten 
wo 5 


1) Altere Beobachtungen iiber Gewichtsverlust wahrend der Meta- 
morphose s. bei Bachmetjew, Zeitschr. f. wiss. Zool. 71, 557 bis 560, 1902. 
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Der Zusammenhang ist ganz evident. Was seine Deutung betrifft. 
so glauben wir den Verlust als die Abgabe des gebildeten Wassers deute 
zu kénnen. Man kann hier aber nicht an eine austrocknende Wirkuny 
der Kalilauge in den Respirationsglisern denken, dazu ist die 4proz. 
Lésung zu verdiinnt. Es handelt sich hier eher um ein mechanisches 
Auspressen des Exkrets in den letzten Tagen bei dem hiufigen An- 
packen der Puppen. wobei unter der diinnen Chitinscheide die Ver. 
dunstung stattfindet. 

Wir sehen ferner aus der Tabelle, daB der Verlust bei Mannchen 
viel gréBer ist als bei den Weibchen. Die Werte fiir die zu Respirations- 
versuchen nicht benutzten Mannchen liegen um 14 Proz., bei Weibchen 
um 1] Proz. Auch bei den zu den Versuchen angewandten Individuen 
liegen die Werte entsprechend héher fiir Mannchen. Dies ist begreiflich 
an Hand der Resultate, die wir fiir Anfangsgewichte der ausschliipfenden 
Schmetterlinge erhalten haben. Dieselben betragen im Durchschnitt: 


Fiir Mannchen 44,1 Proz. des Anfangsgewichts der Puppen 
» Weibchen 53,3 ,, = - és 


Die einzelnen Werte zeigt die Tabelle VIII. 


Tabelle VIII. 





Weibchen 


Mannchen 
Gewicht beim Gewicht beim 
Ausschlupten Ausschlipten 


3 des 
des Puppen- a des Puppen- : 
anfangsgewichts Lebendgewichts anfangsgewichts Lebendgewichts 


Proz. Proz. Proz. Proz 


Trockengewicht Trockengewicht 


- fe.’ | m3 107 56.6 
104 441 | 308 108 59.6 
1060 «|| 2 42.7 30.5 115 50,7 
13 | 86454 29,2 116 52.0 
114 46,7 31,3 119 61,0 
117 45.6 32.5 122 51.1 
120 480 34,0 123 53,4 
129 36,8 = 128 56,5 
130 7,3 32,1 131 54,0 
133 46,5 33.2 132 46,0 
134 50,0 29.5 139 45,6 
135 45,8 30,2 141 49.6 
144 48,0 31,1 142 55,4 
153 40,3 149 52.9 
219 39.0 151 514 
306 36,3 152 48,0 
307 45,4 154 52,7 
311 40,1 209 59,2 
370 464 313 54,2 
405 45.6 325 57,4 


Durchschnitt: 44,1 Durchschnitt: 53,3 
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Hier ist zu bemerken, daB wir in der ersten Mitteilung derartige 
cegelmaBigkeit in Abhangigkeit von Geschlecht nicht gefunden haben. 
Es handelte sich aber dort um ,,getriebene“ Puppen, d. h. solche, bei 
denen die letzte Entwicklungsperiode durch ausgiebige Temperatur- 
steigerung stark verkiirzt wurde. Die dort angefiihrten Werte wurden 
auch in diesem Jahre durch ahnlich geleitete Experimente im al)l- 
gemeinen bestatigt. Augenscheinlich wird also dieser Unterschied im 
Gewichtsverlust der beiden Geschlechter in der letzten Periode deutlich, 
wo die ausgebildeten Eier einen betrachtlichen Teil des Gewichts beim 
Weibchen ausmachen. Das ,,Treiben‘‘ vermindert dann den Unterschied. 


Einige Aufmerksamkeit ist noch auf den Wendepunkt in der Ent- 
wicklung zu richten, also auf jenen Zeitabschnitt, wo der Gewichts- 
verlust fiir Zeiteinheit minimal geworden ist, um dann wieder an- 
zusteigen. In der Tabelle IX finden wir diesen Punkt fiir 12 Puppen 
angegeben. Im Durchschnitt liegt er zwischen 2,6 und 2,7 Proz. Gewichts- 
verlust, also am fiinften bis sechsten Tage nach der Verpuppung. 


Tabelle 1X. 





F Wendepunkt bei Wendepunkt bei 
Nr. der Puppe Proz. Gewichtsverlust Nr. der Puppe Proz. Gewichtsverlust 


102 24 135 28 
103 25 138 3.0 
104 28 139 25 
106 1.9 149 23 
107 24 152 3.2 
123 23 153 3,7 





Ein Vergleich mit der Tabelle VI beweist, dab, je gréBer der Verlust 
beim Wendepunkt, also je spiter dieser eintritt, desto linger im all- 
gemeinen die Entwicklung dauert. 

Der besprochene Wendepunkt entspricht nicht dem ,,Anfang der 
Stoffwechselsteigerung“ unserer ersten Mitteilung. Es war dort ein 
Zeitabschnitt gemeint, wo der Sauerstoffverbrauch schon ganz deutlich 
héhere Werte aufweist'). Der Wendepunkt fiir die Gewichts- 
abnahme liegt auch in diesem Falle zwischen 2 und 4 Proz. Verlust, 
entsprechend etwa dem 50. bis 60. Tage nach der Verpuppung. 


3. Der Sauerstoffverbrauch. Derselbe wurde nach derselben Methode 
bestimmt, wie bei Argynnis paphia. Simtliche Versuche wurden bei 
22° ausgefiihrt. Die Resultate wurden auf 1 kg Anfangsgewicht der 
Puppe und 1 Stunde umgerechnet und in Kubikzentimetern auf 0°, 
760 mm Hg und Trockenheit reduzierten Sauerstoff ausgedriickt. 


1) Pjliigers Archiv 210, 753, 1925. 





222 J. Heller: 


Beim Vergleichen der Resultate stoBen wir auf eine Schwierigkeit, 
und zwar die verschieden lange Dauer des Puppenstadiums. Um doc} 
vergleichbare Werte zu erhalten, wurden die Stundenzahlen mit einem 
entsprechenden Faktor multipliziert. Da die meisten untersuchten 
Puppen am 21. Tage ausschliipften, so wurde als Faktor ein Bruch 
angewandt, mit 21 als Zihler und der Anzahl der Tage des Puppen- 
stadiums als Nenner. So entstand auf Grund von 34 Experimenten 
an 12 Puppen die Tabelle X. 


Tabelle X. 





Puppe Stunden nach Gewichtsverlust — Geschlecht 


Nr. | der Verpuppeng Proz. | ccm 


Zz 
= 


123 2 262,0 
139 2 209,0 
123 24 164,0 
1233 58 145,0 
139 75 83,0 
149 98 63/3 
82:5 

120 | 536 

120 62:7 

121 64.0 

138 80.5 

55,7 

150 56,2 


CMA k woe 


194 
213 
222 
240 
245 
264 
268 
282 
288 


336 . 
359 
360 
402 
408 
446 
474 
107 484 


40402.240| | 40/ Q ] 409 | | 2409940 | 10409 40410408 404040404040 


Die Abb. 3 bringt diese Werte in graphischer Darstellung. 


Am Tage der Verpuppung finden wir einen Wert von iiber 200 ccm 
pro Kilogrammstunde. Am niachsten Tage sind es noch 164 ccm, dann 
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fallt der Verbrauch immer mehr, bis er am fiinften Tage ein Minimum 
von 50 bis 60 cem pro Kilogrammstunde erreicht. Um diesen Minimal- 
wert schwanken die Werte bis gegen den zehnten Tag, wo der Anstieg 
beginnt. Schon am dritten Tage vor dem Ausschliipfen steigert sich 
der Sauerstoffverbrauch auf 200 ccm und erreicht am letzten Tage den 
hohen Wert von 290ccm. Immerhin steht dieser Wert weit hinter 
dem fiir Argynnis paphia ermittelten (etwa 500 ccm fiir 1 kg Puppen- 
anfangsgewicht und 1 Stunde), sowie auch das Minimum von 60 ccm 
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Abb. 3. 


Sauerstoffverbrauch wahrend der Subitanentwicklung bei Deilepbila Euphorbiac. 
Die Punkte stellen den Sauerstoffverbrauch in Kubikzentimetern pro Stunde und 
1 kg Antangsgewicht der Puppen dar. 


dasjenige von Paphia (100 ccm) nicht erreicht, obwohl die Temperatur 
bei Paphia 20°, bei Deilephila dagegen 22° betrug. Sonst aber sehen 
wir eine gute Ubereinstimmung der Kurven fiir beide Arten. Man 
beachte besonders das raschere Abfallen des Sauerstoffverbrauchs und 
das langsamere Ansteigen, wqbei in beiden Fallen die SchluBwerte 
betrachtlich tiber die Anfangswerte gestiegen sind. 


In einem Falle, bei der Puppe Nr. 139, wurden die Messungen 
schon vor der Verpuppung angestellt. Es zeigte sich, daB am Tage 
vor der Verpuppung eine Steigerung des Sauerstoffverbrauchs statthat, 
ihnlich wie es fiir Paphia in den letzten Stunden vor der Verpuppung 
nachgewiesen wurde. Es sei noch bemerkt, daB die Paphia-Raupen 
noch 24 Stunden vor der Verpuppung sich fortbewegen kénnen (soweit 
sie noch nicht mit dem Hinterleib angeheftet sind), Deilephila-Raupen 
dagegen wenigstens in den letzten 48 Stunden nicht mehr zu kriechen 
imstande sind. 
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IV. Die ,,latente* Entwicklung. 


Die Vorginge bei der ,,latenten‘* Entwicklung wurden in der ersten 
Mitteilung beschrieben. Hier sei das Wesentlichste angefiihrt. 


Die Raupen wurden im August gesammelt. Die Verpuppung gescha) 
bei Zimmertemperatur (etwa 19°). Dann wurde ein Teil der Puppen 
(Gruppe 1 und 4) einer Temperatur von 25°, ein anderer Teil (Gruppe 2, 
3 und 5) einer solchen von 10° ausgesetzt. Nach einigen Wochen wiesen 
die ersten einen kleineren Sauerstoffverbrauch als die anderen auf, wobei 
alle Versuche bei 18° ausgefiihrt wurden. Sie hatten also einen niedrigeren 
Grundumsatz, d. h. Stoffurmsatz bei 18°. Dementsprechend differierten 
auch die Gewichtsverluste nicht so sehr, wie aus dem groBen Temperatur. 
unterschied erwartet werden konnte. Da die Entwicklungsgeschwindigkeit 
im allgemeinen der StoffwechselgréBe Schritt halt (s. unten, S. 231), die 
letzte aber dem Grundumsatz proportional ist, so bedeutet es auch eine 
Beeinflussung der Entwicklungsdauer, die in gewissen Grenzen von der 
Temperaturhéhe unabhangig wird. 

Diese Deutung der Respirationsversuche wurde durch folgendes Ex. 
periment bestatigt: Am 13. Dezember wurde die zweite Gruppe in den 
Thermostaten von 25°, die vierte Gruppe in den gekiihlten Raum von 10° 
gebracht. Entsprechend dem héheren Grundumsatz der zweiten Gruppe 
stieg ihr Stoffwechsel und somit die Entwicklungsgeschwindigkeit derart, 
daB binnen 6 Wochen die Falter ausgeschliipft sind. Bei der vierten Gruppe 
dagegen fie] der Stoffwechsel tiefer als bei der dritten und fiinften Gruppe. 

Es zeigte sich ferner, daB, ahnlich wie in der Natur, die Temperatur 
wahrend der zweiten Periode niedriger sein mu® als wahrend der ersten. 
Ist es nicht der Fail, so wird der Stoffverbrauch gréBer, als die Vorrate 
es erlauben, und die Puppe geht an der Erschépfung ihrer Reserven zu- 


grunde. 

Wir wollen nun die charakteristischen GréBen des Puppenstadiums, 
also den Gewichtsverlust und den Sauerstoffverbrauch, fiir beide 
Entwicklungsweisen miteinander vergleichen. Es darf aber dabei der 
Umstand nicht aus dem Auge gelassen werden, daB bei den oben ge- 
schilderten Untersuchungen die Verhaltnisse weit mehr von den natiir- 
lichen abweichen als bei der Subitanentwicklung. Am nichsten noch 
stehen die Bedingungen der dritten und fiinften Gruppe, welche der 
Temperatur des Leitungswassers ausgesetzt worden waren, denjenigen 
im Freiland. Es wiirde nur die Temperatur der Wintermonate im 
Freien niedriger ausfallen, etwa 0 bis 4° statt 10°. Da aber dieser Zeit- 
abschnitt noch dem Minimum des Stoffwechsels entspricht, welches 
bei diesen niedrigen Temperaturen sehr kleine absolute Werte erreicht, 
so diirften die dadurch verursachten Unterschiede nicht wesentlich 
sein. 

Um nun die Gewichtsverhdltnisse bei den beiden Entwicklungs- 
weisen zu vergleichen, muB zuerst eine entsprechende Durchschnitts- 
kurve fiir die Subitanentwicklung konstruiert werden. Da alle Puppen 
der dritten Gruppe zu mehrmaligen Respirationsversuchen verwendet 
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wurden, so miissen aus den oben dargelegten Griinden auch hier die 
vier ersten Puppen der Tabelle VI in Betracht kommen. AuBerdem 
sind die Stundenzahlen fiir die Puppe Nr. 102 mit 21/19 (8. 222) zu 
multiplizieren. So gelangen wir zu folgenden Mittelwerten : 


Tabelle XI. 





Gewichtsverlust Stund Gewichtsveriust 


288 
312 
336 
360 
384 
408 


456 
480 
504 





Proz. 


92 
10,4 
12,2 
13,6 
153 
16,9 
19.4 
21.0 
23.9 
26.6 


Die so erhaltene Gewichtsverlustkurve ist auf der Abb. 4, zu- 
sammen mit jener fiir die dritte Gruppe (siehe erste Mitteilung, 8. 746) 
dargestellt. Die Ordinaten sind fiir beide Kurven gleich und sind durch 
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Gewichtsverlustkurven fiir beide Entwicklungsweisen. Dreiecke-Subitanentwicklung ; 
Kreise-Latententwicklung. Die Kurve fiir die Subitanentwicklung ist aus den 
Werten fiir die Puppen 102, 123, 139 und 153 konstruiert. Als Kurve fiir die 
Latententwicklung ist die Kurve fiir die dritte Gruppe der ersten Mitteilung 


ibernommen worden. 


prozentualen Gewichtsverlust gegeben. Was die Abszissen anbelangt, 
so hat die Subitanentwicklung im Durchschnitt 21 Tage, die der dritten 
Gruppe dagegen 300 Tage gedauert. Wenn also im ersten Falle ein 


Biochemische Zeitschrift Band 169. 


15 








226 J. Heller: 


Teilstrich 20 Stunden bedeutet, so macht er im zweiten Falle 300 Stunden 
aus. Die Abbildung zeigt uns deutlich, wie sehr die Gewichtsverlust- 
kurve in beiden Fallen ahnlich verliuft. Noch besser ware die Uber- 
einstimmung, wenn wir zum Vergleich die Kurve fiir die fiinfte Gruppe 
heranziehen. 


Auch in diesem Zusammenhange zeigen sich die besseren Chance 
bei der subitanen Entwicklung. Die Puppen der dritten und fiinften 
Gruppe sind wegen des zu groBben Gewichtsverlustes zum Teil ver- 
kiimmert oder konnten tiberhaupt nicht schliipfen. Die vier Puppen 
bei subitaner Entwicklung ergeben beim gleichen Gewichtsverlust 
tadellose Schmetterlinge. 


Der Sauerstoffverbrauch. Die Durchschnittswerte fiir den Sauer- 
stoffverbrauch lassen sich fiir die Subitanentwicklung auf Grund der 
Tabelle X berechnen und die Abb. 3 stellt eine derartige Durchschnitts- 
kurve dar. Etwas schwieriger stellt sich die Sachlage fiir die latente 
Entwicklung dar. In der ersten Mitteilung haben wir nur die Kurven- 
stiicke fiir die ersten Tage nach der Verpuppung und die letzten vor 
dem Ausschliipfen angegeben. Den dem Minimum entsprechenden 
Abschnitt kénnen wir auf Grund dortiger Tabelle VI (S. 747) kon- 
struieren. Die jetzigen Experimente sind bei 22°, die der ersten Mit- 
teilung dagegen bei 18° ausgefiihrt worden. Will man also die Er- 
gebnisse miteinander vergleichen, so sind alle Werte auf 22° umzu- 
rechnen, was auf Grund der Tabelle VII (erste Mitteilung, S. 748) 
ohne Schwierigkeiten méglicth ist. Man kann annehmen, daB der Stoff- 
wechsel im Intervall von 18 bis 25° ungefihr der Temperatur proportional 
ansteigt. Wenn also der Sauerstoffverbrauch fiir die Puppen der zweiten 
und dritten Gruppe bei 18° 13,7 Kilogrammstunden betrigt und 
bei 25° 28,7 cem, dann berechnen wir ihn fiir 22° als 13,7 + ” 
= 13,7 + 8,6 = 22,3 ccm. Somit ist das Verhaltnis Sauerstoffverbrauch 
bei 22°: Sanerstoffverbraych bei 18° = 22,3: 13,7 = 1,62 und mit 
diesem Faktor mu8 man die bei 18° gemessenen Werte multiplizieren. 
Die so umgeformten Werte der beiden Endstiicke werden nach der 
Mitte verlingert. Es bleibt dann aber noch eine Liicke tibrig, ent- 
sprechend den Monaten Januar bis Marz. Wir miissen also aus unseren 
Versuchsprotokollen entsprechende Ergebnisse anfiihren. Die Tabelle X11 
bringt die nétigen Werte schon auf 22° umgerechnet. Als Minimum 
wird der oben berechnete Wert 22,3 ccm angenommen, und man erhalt 
eine Kurve, die den Vergleich erméglicht. Man darf aber nicht ver- 
gessen, daB es lediglich eine rechnerisch konstruierte Kurve ist, welche 
den Sauerstoffverbrauch angibt, den die Puppen bei threm Grund- 
umsatz haben wiirden. Sie ist natiirlich nicht realisierbar, da fiir einen 
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Tabelle XII, 





Sauerstoff. Sauerstoft- : 
Puppe ‘ verbrauch : verbrauch 


Nr. Tage ccm Nr. 7 ecm 


26 140 23.4 ‘ 243 48,4 
29 162 23,8 266 28.7 
45 165 27.0 267 37.4 
24 172 27.4 271 30,0 
45 192 28.6 275 59.0 





derart groBen Stoffverbrauch die Reservestoffe der Puppe nicht 
ausreichen wirden. Um den _ wirklichen Stoffumsatz zu er- 
halten, miiBte man alle Werte auf den Sauerstoffverbrauch bei 10° 
umrechnen. 

Die erhaltene Kurve ist in der Abb. 5 dargestellt. Der MaSstab 
fiir die Ordinaten ist hier der namliche wie fiir die Subitanentwicklung, 
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Abb. 5. 

Sauerstoffverlrauch wihrend der Latententwicklung bei Oetienhie Eupborbiac. 


Abszissen: Stunden nach der Verpuppung. 
Ordinaten: Kubikzentimeter pro Stunde und | kg Antatigegewicht der Puppen. 


fiir die Abszissen ist er fiir die latente Entwicklung 15mal kleiner als 
fiirdiesubitane. Somit bedeutet ein Teilstrich in der Abb. 3 20 Stunden 
und in der Abb. 5 300 Stunden. 


Die Kurven zeigen nicht mehr diejenige Ubereinstimmung wie 
die Gewichtsverlustkurven. Der allgemeine Charakter der Kurven 
ist zwar derselbe. Man erkennt hier und dort die charakteristi- 
schen drei Perioden, hier und dort ist der absteigende Schenkel 
viel steiler als der ansteigende, aber die Kurven weisen zwei markante 
Jnterschiede auf: 

15* 
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1. Der Sauerstoffverbrauch liegt beim Minimum der subitanen 
Entwicklung viel héher (etwa 50 ccm) als bei der latenten bei derselben 
Temperatur (etwa 22,3 cem)?). 

2. Die relative Linge der drei Perioden ist verschieden. Es dauert 


namlich 
Tabelle XIII. 





Kei der subitanen Entwicklung Bei der latenten Entwicklung 


Die erste Periode . . | etwa 100 St. = 20 Proz. | etwa 750 St. = 10,4 Proz, 
zweite , ee oo |. ae , 5250 , =—72,9 , 
dritte ~ °° » wm, = , , 1200 , = 16,7 


” 
” 


Man sieht also, daB die erste Periode bei den beiden Entwicklungs- 
weisen die kiirzeste ist. Was die lingste anbelangt, so ist es bei der 
subitanen Entwicklung die dritte, bei der latenten aber die zweite, 
welche etwa dreimal solange dauert als die beiden anderen. Es 
ist sehr interessant zu erinnern, daB nach Krogh die zweite Periode 
bei Tenebrio mit fallender Temperatur an Dauer zunimmt. Es fragt 
sich nun, ob wir mit einer derart immer mehr und mehr in die Linge 
gezogenen zweiten Periode einen stetigen Ubergang zwischen den 
beiden Entwicklungswegen erreichen kénnen? Daran schlieBt sich 
die Frage, ob man mittels Temperaturinderungen die Puppe zwingen 
kann, einen bestimmten Entwicklungsmodus anzuschlagen. Bevor 
wir zu dieser Frage tibergehen, méchten wir feststellen, daB die an- 
gefiihrte Darstellung der Latenz von Siiffert mit den oben erérterten 
Tatsachen véllig unvereinbar ist. Von einer Latenz im Sinne eines 
Entwicklungsstillstands kénnte nur an der Héhe der zweiten Periode 
gesprochen werden. Sonst stellen beide Entwicklungsweisen denselben 
Vorgang von verschieden langer zeitlicher Ausdehnung dar. 

Nicht die ,,Latenz“ scheint uns fiir die iiberwinternden Puppen 
charakteristisch zu sein, sondern die Fdhigkeit, in der ersten Periode 
thren Grundumsatz der Temperatur entsprechend einstellen zu kdnnen. 





1) Dieser Punkt hat schon im Jabre 1914 Kroghs Aufmerksamkeit 
auf sich gezogen, freilich beim Vergleich von zwei sehr verschiedenen Ob- 
jekten (Tenebrio und Sphinx). Er schreibt namlich (Zeitschr. f. allgem. 
Physiol. 16, 187, 1914, FuBnote): ,,The metabolism dves not become very 
low in the Tenebrio pupa, and the desintegration ist far from complete. In 
resting chrysalides of Sphinx ligustri, in which the larval tissues are very 
completely desintegrated, and there is a long period of inactivity before the 
formation of tissues for the butterfly hegins, the metabolism during the resting 
period fall much lower. I found for instance the oxygen take up per kg and 
hour by such chrysalides as 51 c* at 28,5°, 18 c* at 19 and 5 c* only at 10,6°.“ 

Es sind dies ungefahr Werte, wie bei unseren Gruppen 2, 3 und 5 
der ersten Mitteilung. Die Werte fiir die zwei anderen Gruppen waren 
nicht ganz die Halfte. 
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Vv. Der Einflu8 der Temperatur auf die Entwicklungsweise. 


Es ist eine langst bekannte Tatsache, daB die Entwicklungsweise 
durch Temperaturanderungen zu beeinflussen ist. Es wird gewéhnlich 
angenommen, daB erhéhte Temperatur stets die Subitanentwicklung, 
niedrige dagegen stets die latente erfolgen 1aBt, auch wenn die Puppen 
an sich“ zum entgegengesetzten Entwicklungsmodus veranlagt waren. 

Die Sache ist aber nicht so einfach, und schon Weismann ist hier 
auf Schwierigkeiten gestoBen. Wir lesen bei Biedermann'): ,,Der 
umgekehrte Versuch Weismanns, durch Erhéhung der Temperatur die 
Wintergeneration?) zur Annahme der Sommerform zu zwingen, gliickte 
niemals. ...Solche Puppen setzte nun Weismann unmittelbar nach 
der Verpuppung (zum Teil auch schon als Raupen) ins Gewachshaus, 
wo tagstiber die Temperatur oft bis auf 24° R stieg. Immer war das 
Resultat dasselbe, alle oder fast alle Puppen tiberwinterten und 
schliipften als Winterform (levana) erst im nachsten Jahre aus. Ofter 
dagegen kam es vor, daB einige der Schmetterlinge noch im Herbst nach 
etwa nur l4tagiger Puppenruhe ausschliipften, und diese waren dann 
stets prorsa (Sommerform).“ 

Ahnlichen Schwierigkeiten ist Weismann auch bei der Winter- 
generation von Pieris napi und mancher Vanessen begegnet. Be- 
kanntlich wurde er dadurch bewogen, die Winterform, wenigstens bei 
Araschnia, als genetisch alter, weil bestandiger, zu erkliren. 

Unsere Untersuchungen an Deilephila haben eine ganz andere 
Erklarung dieser Tatsachen ergeben. 

Es zeigte sich nimlich, daB es bei dieser Art zweierlei duBerlich 
nicht zu unterscheidende aber verschieden veranlagte Raupen gibt. 
Die einen, welche im Juli so weit tiberwiegen, daB sie tiber 90 Proz. der 
gesammelten Raupen ergaben, kénnen bei entsprechend hoher Tem- 
peratur die Subitanentwicklung durchmachen. Die anderen, welche 
im August dominieren und im September fast die einzigen sind, haben 
in der Regel eine Latententwicklung. Sogar durch die Anwendung von 
einer Temperatur von 30°, vom friihen Raupenalter angefangen, ist es uns 
nicht gelungen, diese Raupen zur Subitanentwicklung zu zwingen. Sie 
richten sich mittels der oben besprochenen Einstellung thres Grundumsatzes 
auf die Latententwicklung ein. 

Die anderen Puppen entbehren aber dieser Fahigkeit der An- 
passung ihres Grundumsatzes an die Temperatur und sind gegen die 
Anderungen derselben sehr empfindlich. Bei der Deilephila diirfte 
die Grenze, unter welcher die subitane Entwicklung tiberhaupt nicht 


1) Wintersteins Handb. d. vergl. Phys. 3, 1742. 
2) Bei Araschnia Levana-Prorsa. 
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vorkommt, bei 20° liegen. Bei Zimmertemperatur (16 bis 18°) dauert 
das Puppenstadium derartiger Individuen gegen 4 Monate, so da{ 
die Falter in der Zeit um Weihnachten erscheinen. Ich méchte in 
diesen Fallen von einer protrahierten Entwicklung sprechen. Bei einer 
Erniedrigung der Temperatur bis etwa 10° schliipft der Schmetterling 
etwa im Mai oder Juni aus. In diesem Falle besteht also kein Unter- 
schied gegeniiber der latenten Entwicklung. 

Auch einer Erhéhung der Temperatur gegeniiber sind die ,,Subitan- 
puppen“ sehr empfindlich. Bei 22 bis 23° dauerte das Puppenstadium 
gegen 21 Tage, bei 25° 17 Tage und bei 30° nur 13 Tage. 

Aber auch bei jenen Puppen, welche einer Erhéhung der Temperatur 
mit einer niedrigen Einstellung ihres Grundumsatzes begegnen, lilt 
sich eine ergiebige Verkiirzung der Puppenzeit erreichen. Man kann 
namlich diese Einstellung bei niedriger Temperatur entsprechend hoch 
ausfallen lassen und mittels nachfolgender Temperatursteigerung den 
Stoffwechsel und die Entwicklung beschleunigen. Eine Einstellung des 
Grundumsatzes ist nimlich nur in den ersten Wochen nach der Ver- 
puppung méglich. Diesen Vorgang méchten wir als ,,Treiben“ der 
Puppen bezeichnen. 

Die Vorgiinge bei Deilephila lassen sich durch folgendes Schema 
darstellen : 


Tabelle XIV. 





Bei einer Temperatur von 





iiber 20° 16—18° 10° | 10°—» 20° 
Puppen ohne Ein- | 
stellung des Grund- || 
umsatzes ....., | subitan protrahiert latent | protrahiert 
Puppen mit Ein- | 4 
stellung des Grund- 
umsatzes ..... : latent*) latent latent Treiben 


*) Viele Puppen vertrocknen bei einer solchen Entwicklung infolge Erschépfung der Reserven. 


Obiges Schema bezieht sich nur auf Experimente, in denen die 
Temperatur konstant gehalten oder erst wahrend der Puppenzeit 
verandert wurde. Die Experimente, in denen die Temperaturanderungen 
das Raupenstadium oder die Verpuppung selbst betrafen, sind noch 
nicht abgeschlossen. 

Aus den oben dargestellten Beziehungen zwischen Temperatur 
und Entwicklungsdauer erhellt, daB als Bindeglied zwischen den beiden 
die StoffwechselgréBe fungiert. Die Temperaturerhéhung wirkt nur 
dann und immer dann beschleunigend auf die Entwicklung, wenn sie 
zugleich den Stoffwechsel steigert. Es bezieht sich dasselbe auch auf eine 
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Verzégerung mittels Temperaturerniedrigung. Die Verhaltnisse liegen 
hier nunmehr klar, seitdem wir wissen, daB der Stoffwechsel durch zwei 
variableG ripen bestimmt wird , deren eine die Tem peratur, die andere aber der 
Grundumsatz ist. Es ist interessant, unter Beriicksichtigung des obigen 
Satzes eine zusammenfassende Darstellung der Temperaturexperimente 
bei den Schmetterlingen, wie z. B. die von Biedermann zu lesen. Da sieht 
man, wie durch die Einfiihrung der anderen Variablen vieles klar wird. 

Es erscheint zweckmabig, den Betrag dieser Stoffwechselgribe - 
entsprechend Tangls ,,Entwicklungsarbeit fiir Zeiteinheit“') — bei 
verschiedenen Entwicklungsweisen und unter verschiedenen Bedin- 
gungen zu bestimmen, weil allem Anschein nach auf diese Weise die 
beste Charakteristik des Entwicklungsganges zu erzielen ist. Dem 
Begriff der Entwicklung wird der des Stoffumsatzes koordiniert, der 
besonders in jenen Phasen zur Charakteristik der Vorgiinge dienen 
kann, in welchen die morphologischen Anderungen gar nicht oder nicht 
ohne die Zerstérung des Objekts zu erfassen sind. 

Es ergeben sich unter diesen Bedingungen auch Riickschliisse 
auf die Frage der Beeinflussung der Fliitvelzeichnung durch die Tem- 
peratur. Es war naimlich von verschiedenen Forschern beobachtet 
worden, daB die Zeichnung bei vielen Insektenarten von der Dauer 
der Puppenzeit abhangig ist. Zuletzt hat es ja Siiffert fiir die Araschnia 
genauer nachgewiesen. Da unsere Untersuchungen ergaben, daB die 
intwicklungsgeschwindigkeit der StoffwechselgréBe proportional ist, 
so bilden sie eine Stiitze fiir die ,,Stoffwechseltheorie“ der Grifin 
v. Linden. Jedenfalls wird sich diese Theorie mit der von uns an- 
gewandten Methodik in einzelnen Fiillen genauer und auf einer anderen 
Grundlage priifen lassen als es seinerzeit der Verfasserin méglich war. 


VI. Uber die Bedeutung der Subitanentwicklung bei Deilephila Euphorbiae. 


Es wurde oben festgestellt, daB von den zwei Arten Raupen der 
Deilephila Euphorbiae diejenigen, welche einer Subitanentwicklung 
fahig sind, zeitlich friiher auftreten als die anderen, spiter dagegen 
selten sind. Wir deuten diesen Tatbestand als das fakultative Auftreten 
einer zweiten Generation. Es ist namlich eine Temperatur von etwa 21° 
nétig, um aus den Juliraupen einen Schmetterling im August zu ergeben, 


1) Tangls Begriff der Entwicklungsarbeit wurde in letzter Zeit einer 
Kritik unterzogen (Needham Physiol. Rev. 5, 46—49, 1925). Die Kritik 
wendet sich gegen eine Definition des Begriffis, wie sie von Tangl nicht 
gegeben wurde. Nach Tangl ist Entwicklungs- (Umbildungs-) Arbeit 
durch jene Menge chemischer Energie gegeben, welche wahrend der embryo- 
nalen (bzw. metamorphotischen) Entwicklung in andere Energiearten und 
schlieBlich in Warme verwandelt wird. Es scheint, daB die Bezeichnung 
Arbeit in diesem Falle irrefiihrend ist und durch Sto/fumsatz zu ersetzen ware. 
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also zu einer Zeit, wo es noch geniigend Spielraum zur Ausbildung iiber- 
winternder Puppen gibt. Diese Temperatur diirfte in Mitteleuropa in 
manchen Jahren im Juli tiberschritten werden. Lwow z. B. liegt 
zwischen den Durchschnittsisothermen fiir Juli 20 und 21° Dag 
es eine zweite Generation von Sphingiden in warmen Jahren 
geben kann, bestitigt Taschenberg'): ,,...in manchen Jahren 
sind hier und da, wie 1887 im siidlichen Bayern, wahrscheinlich 
infolge des warmen und trockenen Sommers, zwei Bruten beob- 
achtet worden.“ 

Man sicht also, daB das Auftreten einer zweiten Generation 
bei den Sphingiden méglich ist?). Wie kénnte diese fakultative 
Sommergeneration zu einer habituellen werden, ohne eine Klima- 
anderung ? 

Man beachte den Unterschied zwischen der habituellen Subitan- 
entwicklung bei Argynnis und der fakultativen bei Deilephila. Man 
findet, daB der Stoffwechsel in seinem Minimum bei Argynnis zweimal 
héher liegt bei 20° als bei Deilephila bei 22°, auf 1 kg Gewicht gerechnet?). 
Da hi 7. bei den Puppen ungefihr gleich 4 anzunehmen ist, so wiirde 
Argynnis bei 15° denselben Stoffwechsel zeigen wie Deilephila bei 22°, 
also noch einer Subitanentwicklung fahig sein. Deilephila hat bei 
etwa 17° eine protrahierte Entwicklung (siehe oben, S. 230). Bei 
Argynnis entspricht dieser Temperatur (15 — 5)° also 10°. Wir kénnen 
annehmen, daB dem so sei, denn bei Araschnia, welche eine verwandte 
Form mit habitueller Subitanentwicklung darstellt, konnte Weismann 
bei 10° eine protrahierte Entwicklung erhalten, welche die Prorsa- 
Varietaét ergab. Erst viel niedrigere Temperaturen fiihrten zu einer 
Latententwicklung, aus der Levana resultierte. 


Es erhellt daraus, daB eine fakultative Subitanentwicklung zur 
habituellen wird, sobald sich der Grundumsatz entsprechend erhéht. 


') Taschenberg, Insekten, in Brehms Tierleben, 3. Aufl., 8. 391. 

2) Dem russischen Entomologen Pallas war es schon im 18. Jahr- 
hundert bekannt: ,, . . . harvaque saepe intra mensem edit sphingem.‘ 
Lit. nach Garbowski, Sitzungber. der K. Akademie d. Wiss. in Wien, Mathem. - 
naturwiss. Klasse, 101, 918, 1892. 

3) DaB dieser Unterschied nicht durch die Artverschiedenheit oder 
die Gewichtsverhaltnisse bedingt ist, beweisen Experimente, in denen die 
Kohlenséureabgabe wihrend des imaginalen Lebens bei Deilephila be- 
stimmt wurde: 

Versuch 4: Mannlich, mittleres Gewicht (= % Anfangs- + % End- 
gewicht) = 975 mg, Dauer 250 Stunden. Kohlensdureabgabe = 162,7 ccm 
= 0,65 ccm pro Stunde = 668 ccm pro Kilogramm/Stunde. 

Versuch 6: Mannlich, mittleres Gewicht = 910mg; Dauer 302 Stunden; 
Kohlenséureabgabe = 164,4 = 598 ccm pro Kilogramm/Stunde. 
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Diese Ausfiihrungen erlauben uns, das Phanomen des Saison- 
Dimorphismus in einem neuen Lichte zu erblicken. Folgende Tatsachen 
sind hier von Bedeutung: 

1. Bei Araschnia levana-prorsa kénnen wir wenigstens bei der 
Sommergeneration das Auftreten beiderlei Raupen — mit und ohne 
Anpassung des Grundumsatzes an die Temperatur — feststellen [unsere 
Deutung der Experimente von Weismann, Dorfmeister')], was schwerlich 
mit einem ,,erblichen Rhythmus“ vereinbar ist. 

2. Es wurde in einigen Fallen festgestellt, daB die Lange der Puppen- 
periode erblich tibertragbar ist*). Es gibt auch Andeutungen, da8 die 
Eigenschaft der Anpassung des Grundumsatzes (und die Héhe desselben 
im anderen Falle) als Mendelfaktoren zu betrachten sind. 

Es ist also méglich, daB die Grundbedingung fiir den Saison- 
Dimorphismus im Auftreten dieser Mendelfaktoren gegeben ist, wobei 
die klimatischen Verhiiltnisse die Aufspaltung in zwei Generationen 
besorgen. Als ein Hilfsfaktor kénnte hier der Umstand wirken, daB 
gewisse Kombinationen der Mendelfaktoren lebensunfahige Individuen 
ergeben kénnen. 

Einige Worte seien noch dem Wesen der Regulierung des Grund- 
umsatzes gewidmet. Wir haben in der ersten Mitteilung die Vermutung 
geiuBert, daB sie durch verschieden ausgedehnte Histolyse zustande 
kommt. Es wurde dann auch an einen Unterschied im Grad der 
Karyolyse gedacht. Histologische Untersuchungen, auf diesen Punkt 
gerichtet, sind seit einigen Monaten im Laufe, doch laBt sich tiber den 
Ausgang noch nichts sagen. Es ist aber auch denkbar, daB die Regu- 
lierung hormonaler Natur ist. Hat doch Kopeé schon im Jahre 1917*) 
wahrscheinlich gemacht, daB ein Hormon die Metamorphose einleitet, 
welches vom Gehirn der Raupe produziert wird. Fiir den oben ent- 
wickelten Tatbestand hat iibrigens die Lésung dieser speziellen Frage 
keine unmittelbare Bedeutung. 


Zusammenfassung. 
1. Die Gewichtsverlust- und die Sauerstoffverbrauchskurve 
charakterisieren die Entwicklung wahrend der Puppenzeit. 
Es wurden diese Kurven ermittelt: 
a) Fiir Subitanentwicklung bei Argynnis Paphia. 
b) Fir Subitanentwicklung bei Deilephila Euphorbiae. 
c) Fiir Latententwicklung bei Deilephila Euphorbiae. 


1) Biedermann, 8. 1742 bis 1745. 
*) Derselbe, S. 1768. 
3) S. Kopeé, Rozprawy Akadem)i Umie). w. Krakowie 57, Ser. B, 1917. 
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: . + . . ° > ° ° , 
: Eine Ubereinstimmung aller dieser Kurven beweist, daB die beiden 
Entwicklungsweisen als ein und derselbe Vorgang von verschiedener 
zeitlicher Ausdehnung zu betrachten sind. 


ee 


a 2. Es wurden bei Deilephila Euphorbiae zwei Arten Raupen ge. 
funden. Die einen lieferten Puppen, deren Entwicklungsgeschwindigkeit 
mit der Héhe der Temperatur ab- und zunahm, bis zu einer Subitan. 

f entwicklung bei 22 bis 23°. 

| Die anderen ergaben Puppen, die trotz erhéhter (bis 30°) Tem. 

y peratur tiberwintern. 

3. Da die ersten Raupen anfangs iiberwiegen (im Juli bis 90 Proz.), 

. dann aber selten angetroffen werden, und da in warmen Jahren die 

f zur Subitanentwicklung nétige Temperatur im Juli erreicht wird, so 

kann diese Erscheinung als eine fakultative zweite Generation ge- 

deutet werden. 
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Uber die Adsorption von Giften an Kohle. 


Ill. Mitteilung: 
Uber die Verteilung von Giften zwischen Magen- bzw. Darmwand und Kohle. 


Von 


Elisabeth Dingemanse und Ernst Laqueur. | 


(Aus dem pharmako-therapeutischen Laboratorium der Universitat 
Amsterdam.) 


(Eingegangen am 28. Dezember 1925.) 


Fiir die therapeutische Verwendung von Kohle zur Bestreitung 
eines einmal an den Kérper per os eingebrachten Giftes ist natiirlich 
von groBer Bedeutung, wie sich die Adsorption an Kohle nicht nur 
gegeniiber Giftlésungen in vitro vollzieht, sondern gegeniiber solchen, 
die sich in den Eingeweiden befinden. 

Denn im Gegensatz zu den reinen in vitro-Versuchen steht das 
Gift nicht sozusagen frei dem Angriff der Kohle gegeniiber, sondern 
es ist auch von der Magen- bzw. Darmwand adsorbiert. Die Kohle 
hat dann nicht nur die Aufgabe, das in der freien Lésung befindliche 
Gift aufzunehmen, sondern auch das etwa an den Winden adsorbierte 
davon abzuziehen. Physikalisch handelt es sich also um Verteilung 
eines Giftes zwischen Kohle und Eingeweidewand. 


Nachdem wir in den vorhergehenden Mitteilungen verschiedene 
Kohlenarten hinsichtlich der Stirke ihres Adsorptionsvermégens 
gegeniiber Giften verglichen und dabei festgestellt hatten, daB die 
Supra-Noritkohle, namentlich in der Form der Medizinal-Supra-Norit, 
zurzeit das Maximum leistet, konnten wir uns begniigen, nur mit dieser 
einen Kohlenart unsere Versuche anzustellen. Ausnahmsweise wurden 
noch zwei Versuche mit einer Merckschen Kohle angestellt. Des 
weiteren haben wir auch nur zwei Gifte von den friiher benutzten 
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Stoffen ausgewahlt als Vertreter der Hauptgruppen, naimlich Sublimat 
und Strychnin. 

Um miéglichst tibersehbare Verhiltnisse zu haben, muBbten wir 
natiirlich Weiterfiihrung der Giftlésung von den Orten der Anwendung 
verhindern, durften also weder eine mechanische Weiterbeférderung in 
einen tieferen Darmabschnitt, noch Resorption zulassen. Das Einfachste 
war daher, frische Magen oder Diirme zu nehmen, darin die Lésung 
einzufiillen und nach einer gewissen Zeit, wobei Magen oder Darm 
bewegt wurden, das Adsorbens, die Kohle, bei anhaltender Bewegung 
hinzuzusetzen. Durch Vergleich der Giftmengen in der Léisung, ohne 
Zusatz von Kohle mit solchen mit Zusatz, erhalt man eine Vorstellung 
von der Leistung der Kohle. 


Die niaheren Einzelheiten geben wir bei den Versuchen 
selbst. 


Wir haben uns bei der Untersuchung der Adsorption vom Sublimat 
begniigt mit der Bestimmung des Kations, weil das in diesem Falle das 
einzige Wichtige war. Der Quecksilbergehalt wird dann einfach umgerechnet 
auf HgCl,. 

Zur Quecksilberbestimmung in der Kohle haben wir anfangs die 
Methode nach Bauer') versucht. Obgleich diese Methode fiir organische 
Quecksilberverbindungen, wie der Verfasser angibt, ganz gute Resultate 
liefert, zeigte sie sich fiir die vollstandige Zerstérung der Kohle weniger 
geeignet. 

Meistens war bei dieser Methode zur vdlligen Zersetzung der Kohle 
ein 12- bis 14stiindiges Erhitzen notwendig, wobei dann manchmal nach 
Zusatz des Perhydrol eine mehr oder weniger heftige Explosion erfolgte 
und die noch nicht destruierte Kohle in die Peligotsche Réhre geschleudert 
wurde. 

Zu besseren Resultaten gelangten wir, als wir die Kohle destruierten 
nach Carius und im Réhreninhalt den Quecksilbergehalt dann wie von 
Bauer angegeben bestimmten. 

Dabei ist darauf zu achten, daB die Fliissigkeit nach dem Neutralisieren 
mit Ammoniak nur ganz schwach alkalisch reagiert. 


I. Sublimatversuche. 
A. Versuche im Schweinemagen. 


Methodik. 

Ein gut gereinigter, frischer Schweinemagen wird mit einer etwa 
0,2proz. Sublimatlésung teilweise gefiillt und 10 Minuten lang an der 
Schiittelmaschine geschiittelt. Sodann werden 5 g in 250 cem n/20 Salzséure 
suspendierter Supra-Noritkohle hinzugefiigt und weiter 45 Minuten lang 
geschiittelt. 


') Ber. 54, 2079, 1921. 
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Darauf wird der Mageninhalt in einen MeGzylinder gegossen und der 
Magen noch zweimal mit 250 ccm destillierten Wassers nachgespiilt. Die 
erhaltene Kohlesuspension wird auf 1 Liter gebracht und zentrifugiert. 
Das klare Filtrat wird abgegossen. Die Kohle wird mit wenig Wasser aus 
dem GefaB gespiilt, bei 37° getrocknet und gewogen. 

Fiir die Quecksilberbestimmung in der Kohle wurde immer 4 g Kohle 
abgewogen, in ein kleines Réhrchen gebracht, und das Réhrchen in ein mit 
3cem Salpetersiure vom spezifischen Gewicht 1,5 beschicktes Einschmelz- 
rohr hineingebracht. Das zugeschmolzene Rohr wird 3 Stunden lang auf 
240° erhitzt. Der klare Réhreninhalt wird in ein Becherglas gespiilt und 
Ammoniak bis zur schwach alkalischen Reaktion hinzugefiigt. Darauf 
wird ein Uberschu8 von einer 0,04n Cyankaliumlésung zugesetzt, wobei 
sich das Hg(CN), bildet. Der Uberschu8 KCN wird mit 0,04n Silber- 
nitrat zuriicktitriert. Indikator Jodkalium. 

Zur Bestimmung von Sublimat im Filtrat der Kohle wurden 250 ccm 
der Fliissigkeit zur Trockne eingedampft, und in dem Riickstand nach 
AufschlieBen mit Salpetersiure im Einschmelzrohr der Sublimatgehalt 
bestimmt. 

Bei unmittelbarer Bestimmung von HgCl, in 29,13 mg Sublimat 
wurden nach Zusatz von Cyankalium und Zuriicktitrieren des iiberschiissigen 
Cyankaliums mit Silbernitrat 28,19 mg HgCl, gefunden. 

Nach Erhitzen von 29 mg Sublimat mit Salpetersdéure im Einschmelz- 
rohr, Neutralisieren und Zuriicktitrieren des nicht verbrauchten Cyankaliums 
wurden 28,11 mg HgCl, gefunden. 


Nach diesen Vorversuchen wurde festgestellt, wieviel Sublimat 
aus einer etwa 0,2proz. Lésung unter obengenannten Bedingungen 
vom Magen resorbiert wird, ohne Zusatz von Kohle. 


Versuch 1. In einen Schweinemagen werden 250 ccm etwa 0,2 proz. 
Sublimatlésung gebracht und 10 Minuten lang geschiittelt. Hierauf werden 
250 cem n/20 Salzséiure hinzugefiigt und weitere 45 Minuten geschiittelt. 
Der Mageninhalt wird in einen MeBzylinder gegossen, und der Magen zweimal 
mit 250 cem destillierten Wassers tiichtig geschiittelt. Die Sublimatlésung 
samt Spiilfliissigkeit bis 1 Liter aufgefiillt; hiervon 250 ccm eingedampft, 
nach Destruieren betrug der Sublimatgehalt 53 bzw. 52,56 Proz. des zu- 
gefiigten Sublimats. 


Es sind also 47 bzw. 47,44 Proz., im Mittel 47,22 Proz., Sublimat 
vom Magen adsorbiert worden. 

Darauf wurden mehrere analoge Versuche mit Zusatz von Kohle 
durchgefiihrt. 

Bei den Versuchen 2, 3 und 4 wurden nach 10 Minuten langem Schiitteln 


mit der 0,2proz. Sublimatlésung 5 g in 250 ccm n/20 Salzséure suspen- 
dierter Kohle hinzugefiigt und dann weitere 45 Minuten geschiittelt. 


Das Resultat ist in Tabelle I wiedergegeben. 


Wie aus Tabelle I ersichtlich ist, geht fast ailes Sublimat aus der 
Lésung, aber auch der in den ersten 10 Minuten vom Magen adsorbierte 


-— 


_ 


’ 
-. “yee 

. frsares: . 4 - 

ee ety. sug es 




















238 E. Dingemanse u. E. Laqueur: 














Tabelle I 
aia te. e-) CE es ucr 5) w= 
Versuch sweets in der Kohle im Filtrat getunden 
mg mg |  Proz. mg Proz. Proz. 
2 503,0 473,57 | 94,15 19,1 3,8 7,95 
483,25 459,08 95,00 26,0 5,38 | 100,38 
4 483,25 460,70 95,30 19,0 3,9 99,2 


Anteil an die Kohle. Im Magen blieben héchstens 2,0 Proz. der zu- 
gefiigten Menge Sublimat zuriick. 

Es ist fraglich, ob selbst diese geringen Sublimatreste wirklich 
noch am Magen adsorbiert sind oder nur in der Kohle sitzen, die trotz 
Nachspiilens immer noch an der Magenwand hingen bleibt. 

In Erganzung unserer Versuche in den vorhergehenden Mittei- 
lungen haben wir hier nochmals unter sonst dem Magenversuch ent- 
sprechenden Bedingungen einen Versuch in vitro angestellt, wieviel 
Sublimat in diesem Falle von der Kohle adsorbiert wird. 


Versuch 5. 5g Supra-Norit werden in 250 cem n/20 Salzsiure suspen- 
diert, 250 ccm 0,2proz. Sublimatlésung zugegeben und 45 Minuten lang 
in der Schiittelmaschine geschiittelt. Hier wurden im Filtrat zuriickgefunden 
5,42 mg HgCl, oder 1,2 Proz.; es wurden also von der Kohle adsorbiert 
98,8 Proz., d. h. etwas mehr als im Magen. 


Zum Vergleich mit der Supra-Noritkohle haben wir noch die 
Carbo Medicin. Merck 15107 herangezogen. 


Auch bei diesem Versuch wurde die Sublimatlésung 10 Minuten 
lang im Magen geschiittelt und dann nach Zusatz von 5g Merckscher 
Kohle in n/20 Salzsiure suspendiert, weitere 45 Minuten geschiittelt. 
Von der Kohle wurden ‘83 Proz. adsorbiert, im Filtrat waren 11 Proz. 
der zugefiigten Menge Sublimat zu finden; im ganzen 94 Proz. 

Die Kohle war weniger leicht vom Magen zu entfernen als die 
Supra-Noritkohle, wodurch das gréBere Defizit an Sublimat (etwa 
6 Proz.) zu erkliren ist. Ebenso wie in vitro zeigt sich in diesem Versuch 
mit iiberlebendem Organ die Noritkohle der Merckschen Kohle iiber- 
jegen. 

Der nichste Versuch 6 wurde angestellt, um zu sehen, ob das 
ganze Sublimat, das in 10 Minuten vom Magen adsorbiert ist, durch 
die Kohle wieder weggeholt wird, und sich so ein sublimatfreies Filtrat 


ergibt. 


Versuch 6. In Schweinemagen wurden 250 ccm einer etwa 0,2proz. 
Sublimatlésung gebracht und 10 Minuten geschiittelt. Dann wird der 
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Mageninhalt entfernt, und der Magen zweimal mit 250ccm destillierten 
Wassers nachgespiilt und bis | Liter aufgefiillt (Filtrat A). In 250 ccm 
wird der Sublimatgehalt bestimmt. 

Darauf wird in den Magen eine Suspension von 5g Kohle in 500 cem 
n 20 Salzsiure gebracht und 45 Minuten lang geschiittelt. Die Kohle- 
suspension samt zweimal 250ccem Spiilwasser wurde wieder auf | Liter 
aufgefiillt, und in diesem Filtrat B bzw. in der Kohle der Sublimatgehalt 
bestimmt. 


Tabelle 11. 








aieied Getundenes Sublimat 
Sublimat- ro ee os 


Versuch sussts im Filtrat A in Kohle im Filtrat B 


mg mg Proz. mg | Pros. mg Proz. 


483,25 3184 | 659 1492 308 | 233 48 
483,25 3317 | 686 148.2 30,7 162 3,1 


Aus diesem Versuch zeigt sich, daB es keinen Zweck hat, nach 
10 Minuten langem Schiitteln den Magen auszuspiilen, denn im Filtrat 
der Kohle beim Versuch 6 und 7 ist der Sublimatgehalt ebenso 
wie im Versuch 1, 2 und 3 zwischen 3 bis 5 Proz., d. i. sogar 10 bis 
14 Proz. von dem im Magen gebliebenen Sublimat. Vom Magen 
war also nach 10 Minuten Schiitteln 31,4 bis 34,1 Proz. adsorbiert 
worden. 

Der folgende Versuch unterscheidet sich von den Versuchen 6 und 7 
nur dadurch, daB 34 Stunden mit 0,2proz. Sublimatlésung im Magen 
geschiittelt wurde und nach Entleerung noch einmal 45 Minuten mit 
5 g in 500 ccm n/20 Salzsiure suspendierter Kohle. Dabei wurde 
gefunden : 

In der Magenfliissigkeit’ nach %,stiindigem Schiitteln 58,4 Proz. 
HgCl,; also vom Magen adsorbiert 41,6 Proz. HgCl,, nach dem 
Schiitteln von der Kohle adsorbiert 33,8 Proz., und im Filtrat der Kohle 
4,2 Proz. von der total zugefiigten Menge Sublimat. 


Als letzter Versuch dieser Reihe wurden 250ccm 0,2 proz. Sublimat- 
lésung 45 Minuten lang im Magen geschiittelt. Nach Entfernen 
der Sublimatlésung A und Nachspiilen wurde eine Suspension 
von 5g Kohle in 500 ccm n/20 Salzsiure in den Magen gebracht 
und 10 Minuten lang geschiittelt, die Kohlesuspension aus dem 
Magen entfernt und mit zweimal 250 ccm Wasser nachgespiilt 
(Kohle B + Filtrat B), dann wurde noch einmal 5 g in Salzsiure 
suspendierter Kohle in den Magen gebracht und 3%, Stunden ge- 
schiittelt (Kohle C + Filtrat C). 
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Hier wurden in den verschiedenen Filtraten und Kohlen gefunden 
In der Lésung A nach 45 Minuten Schiitteln . . 57,8 Proz. Hg(l, 


In der Kohle B nach 10 Minuten Schiitteln . . 14,55 ,, Hg(', 
Im Filtrat der KohleB ........... «38,6 » gC, 
In der Kohle C nach 45 Minuten Schiitteln . . 18,7) ,, HgCl, 
Im Filtrat der KohleC ........... 2,4 =, £2x%4Hg(, 


der urspriinglich zugefiigten Sublimatmenge. 


Es wurden in den ersten 10 Minuten von der Kohle nur etwa 
34 Proz. des vom Magen adsorbierten Sublimats losgelést und adsorbiert 


Auch hier war es nach zweimaligem Schiitteln mit Kohle nicht méglich, | 


Ares. 


ein sublimatfreies Filtrat zu erhalten, denn es enthielt das Filtrat B 7 


und Filtrat C 9 bzw. 10 Proz. des vom Magen adsorbierten Sublimats 


Um zu sehen, ob das Schiilteln die Adsorption am Magen und dic 
Adsorption an der Kohle beeinfluBt, wurde nachgegangen, wievie! 
Sublimat vom Magen resorbiert wird, wenn der Magen mit der Sublimat- 
lésung 10 Minuten lang in Ruhe liegen bleibt. Nach Entfernen der 
Flissigkeit und nach Ausspiilen wurden in der Fliissigkeitsmenge 
87,7 Proz. vom zugefiigten Sublimat zuriickgefunden. In diesem Falle 
waren also nur etwa 13 Proz. vom Magen adsorbiert worden. 


Zum SchluB wurde ein Schweinemagen mit 250 ccm einer etwa 


0,2proz. Sublimatlésung beschickt und ohne Schiitteln 10 Minuten lang © 
liegengelassen. Dann 5 g in 250 ccm n/20 Salzsiure suspendierter | 


Kohle zugesetzt und ebenfalls 45 Minuten lang ohne Schiitteln stehen. 
gelassen. 

Es waren an der Kohle adsorbiert worden 96 Proz. HgCl, und im 
Filtrat anwesend 3,3 Proz. HgCl,. 


Das Endresultat stimmt also mit den Versuchen, wobei die ganze — 


Zeit geschiittelt wurde, genau iiberein. 


B. Versuche mit Schweinedarm. 


Die Versuche mit Schweinedarm wurden aus zweierlei Griinden 


angestellt, um festzustellen, erstens ob die Kohle im Darm in alkali- 
schem Milieu ebenso leicht Sublimat adsorbiert wie in saurem Milieu 
im Magen; zweitens ob das von der Kohle im Magen adsorbierte 
Sublimat im Darmmilieu wieder losgelést wird. 

Fiir die Versuche mit Schweinedarm wurden 125 ccm einer 0,8 proz. 
Bicarbonatlésung und 125 ccm einer 0,4 proz. Sublimatlésung in etwa 


1m Schweinedarm gebracht und 10 Minuten lang geschiittelt. Im Filtrat 
wurden 26,5 Proz. vom zugesetzten Sublimat zuriickgefunden. 


Im Darm waren also 73,5 Proz. vom Sublimat zuriickgeblieben. 
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Bei den folgenden Versuchen wurde nach 10 Minuten Schiitteln 
mit obengenannter Sublimat-Bicarbonatlésung, 5g Kohle, suspendiert 
in 250cem 0,4 prom. Bicarbonatlésung, hinzugefiigt und weitere 
45 Minuten geschiittelt. Nach dieser Zeit waren durch die Kohle 45 Proz. 
Hg Cl, adsorbiert worden, wahrend im Filtrat 0,8 Proz. vom zugefiigten 
Sublimat zuriickgefunden wurde. Offenbar war im Darm in alkalischer 
Lésung bedeutend weniger durch die Kohle adsorbiert worden als 


in saurem Magenmilieu. 


Bei Wiederholung dieses Versuchs in vitro, d.h. beim Schiitteln 
obengenannter Mengen Sublimats und Bicarbonats, entstand sehr 
bald ein roter Niederschlag in der Lésung, und zwar durch Bildung 
des Carbonats unter CO,-Entwicklung; bekanntlich gibt Carbonat mit 
Sublimat einen roten Niederschlag des basischen Salzes; nach 
10 Minuten Schiitteln enthielt das Filtrat 45 Proz. des zugefiigten 
Sublimats. 


Zu erwarten ist also, daB sich im Darm nach 10 Minuten 
Schiitteln gleichfalls der gréBte Teil des Sublimats als basisches 
Salz absetzt und darum nachher von der Kohle nur ein kleiner 
Teil (etwa 45 Proz. der total zugefiigten Menge Sublimat) 
adsorbiert wird, der Niederschlag aber mit der, Kohle aus 
dem Darm gespiilt, sofern er nicht teilweise auch von der Kohle 
adsorbiert ist. 

Wir haben diese Versuche nicht weiter fortgesetzt, sondern bei 
den folgenden Versuchen am Schweinedarm die bei den Magenversuchen 
nach Schiitteln mit Sublimat erhaltene Kohle benutzt; der Sublimat- 
gehalt war also bekannt. 


2g Kohle, welche im Magen 117,61 mg Sublimat adsorbiert hatten, 
wurden in 200ccm 4prom. Natriumbicarbonatlésung suspendiert. Diese 
Suspension wurde, in | m langem Darm 3, Stunden lang geschiittelt. Dann 
die Fliissigkeit aus dem Darm entfernt und dreimal mit 100 cem destillierten 
Wassers nachgespiilt. Der Sublimatgehalt wurde in iiblicher Weise in der 
Kohle und im Filtrat bestimmt. 

Im Filtrat wurden 12 mg und in der Kohle 97,8 mg Sublimat 
gefunden. 

Ein zweiter auf dieselbe Weise ausgefiihrter Versuch ergab im Filtrat 
16mg und in der Kohle 100,9mg Sublimat. In beiden Versuchen war 
also kein Sublimat vom Darm adsorbiert worden. 


SchlieBlich wurde noch 2g derselben Kohle mit 200ccem Natrium- 
bicarbonat %, Stunden lang in vitro geschiittelt. Es ergab im Filtrat 
2,44 mg und 3 mg Sublimat. 


Es wurden also im Darm unter gleichen Umstanden einige Prozente 
mehr aus der Kohle herausgelést als in vitro. 
Biochemische Zeitschrift Band 16° 16 








242 E. Dingemanse u. E, Laqueur: 





Nach Eichholz') besitzt lebendes und nach Clower und Walters) 


LS) 


t auch totes Gewebe die Fahigkeit, Alkaloide aus ihren Adsorptions- g 

verbindungen herauszulésen. Wahrscheinlich ist auch in unseren 

Versuchen Magen- und Darm-Mukosa imstande, etwas Sublimat E 
aus der Kohle loszulésen, und so laBt sich erklaren, weshalb man beim 
Schiitteln von Kohle im Magen und Darm mit Sublimat niemals d 


sublimatfreie Filtrate erhilt. 


i II. Versuche mit Strychninnitrat. 


i | Adsorption von Strychninnitrat an Kohle im Schweinemagen. 


| Die Anordnung des Versuchs war die gleiche wie bei den Sublimat- he 
versuchen im Schweinemagen. ni 
Versuch 1. In den Magen wurden 250 ccm einer 0,5 proz. Strychninnitrat.  [ F 
lésung gebracht und 10 Minuten lang geschiittelt; dann eine Suspension [ de 
- 


von 3,75g Supra-Noritkohle in 250eccem n/20 Salzsiure zugesetzt und 
‘ noch 45 Minuten lang geschiittelt; nachher der Magen mit zweimal 250 ccm 


destillierten Wassers nachgewaschen. Das Filtrat wurde durch Zentri- |) Fi 
fugieren von der Kohle getrennt. 
Da es keine Methode gibt, das von der Kohle adsorbierte Strychnin- ge 


nitrat ohne weiteres zu bestimmen, und eine Strychninbestimmung mit cer 
Permanganatmethode nach Kolthoff auch im Filtrat des Magenschleims 
wegen nicht méglich ist, wurde der Strychningehalt des Filtrats annahernd ou 


f ge 
{ 

an Fréschen bestimmt. Das Zentrifugat gab qualitativ mit Kalium- ein 
: 
+ 


tre 


quecksilberjodid einen starken Niederschlag und zeigte mit Kalium- 
bichromat und Schwefelsaiure Violettfarbung. Das Zentrifugat wurde 
auf 1 Liter aufgefillt; 1 ccm beim Frosch von etwa 50g eingespritzt, 
gab nach 12 Minuten Kriampfe ; desgleichen 1 ccm bei einer Verdiinnung 
bis 4000 ccm, und zwar nach 40 Minuten. Auch bei einer Verdiinnung 
auf 6000 ccm traten noch Krampfe auf, dagegen nicht mehr bei einer 


ab 


Ve 
be: 

















Verdiinnung auf 8000ccm. Alle Frésche waren am nichsten Morgen [| Ve 
wieder normal. e 
Da eine Dosis von 0,025 mg Strychninnitrat beim Frosch von f 
50g Krampfe hervorruft, so miissen im Filtrat annahernd noch [f 
0,025 x 6000 = 150 mg Strychninnitrat vorhanden sein. Die Strych- FP ya, 
ninnitratlésung enthielt anfangs 1250 mg Strychninnitrat; nicht von [ 47 
der Kohle adsorbiert waren also 12 Proz. sini 
Ein zweiter, gleich angelegter Versuch ergab dasselbe Resultat, [ 
d.h. ergab 12 Proz. nicht adsorbiertes Strychninnitrat. di 
Versuch 3. Dieser Versuch wurde unter iibrigens gleichen Be- [ 7 
dingungen angestellt wie im Versuch 1 angegeben; nur wurden statt os 
iis 
1) Diese Zeitschr. 128, 320, 1922. ; 
*) Journ, Amer. med. assoc. 75, 655, 1920. das 
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250ccem 0,5proz. Strychninnitratlésung 125ccm dieser Lésung zu- 
gesetzt. Das Zeutrifugat wurde bis 1 Liter aufgefiillt. 
1 cem vom Zentrifugat, eingeengt bis 500 ccm, erregte bei einigen 


Fréschen von 50g noch Krampfe, bei anderen nicht mehr. In der Lésung 
waren annaéhernd noch anwesend 12,5 mg Strychninnitrat, d. h. 2 Proz. 


der zugefiigten Menge. 


Der niachste Versuch 4 mit der gleichen Menge Strychninnitrat 
ergab, im Zentrifugat auf dieselbe Weise bestimmt, 6,25 mg Strychnin- 
nitrat oder 1 Proz. der zugefiigten Menge. 

Versuch 5. Hier wurde der Strychninnitratzusatz noch weiter 
herabgesetzt, und statt 125 ccm einer 0,5proz. Strychninnitratlésung 
nur 100cem = 500 mg Strychninnitrat hinzugefiigt. Hier waren im 
Filtrat noch etwa 5,0mg Strychninnitrat anwesend, d.h. 1,0 Prez. 
der urspriinglichen Menge. 

Derselbe Versuch, in vitro wiederholt, ergab ein strychninfreie 
Filtrat. 

Nun wurden 500mg Strychninnitrat in 1 Liter n/20 Salzsiure 
gelést. Nach Zusatz von 15g Supra-Noritkohle wurde 3, Stunde 
geschiittelt. Das Filtrat war strychninfrei. Die Kohle wurde ge- 
trocknet, dann 2 g dieser Kohle in 200cem 4prom. Bicarbonatlisung 
suspendiert und 3/4, Stunden im Darm geschiittelt, das Filtrat bis 25 ccm 
eingedampft; 0,5 ccm beim Frosch injiziert, gab keine Krimpfe. 

Der Darm war also nicht imstande, Strychninnitrat von der Kohle 
abzulésen. 

Es ist durch die obigen Versuche natiirlich noch nichts iiber das 
Verhalten von Kohle-Giftgemischen beim lebenden Tiere zu sagen, 
bei dem dech ein Loslésen des Giftes durchaus méglich ist. Solche 
Versuche sollen spiter mitgeteilt werden. 


Zusammenfassung. 


1. Beim Schiitteln einer Sublimatlésung im Schweinemagen wurden 
nach 10 Minuten 32,5 Proz., nach 45 Minuten 42 Proz., nach 55 Minuten 
47 Proz. vom Magen adsorbiert; ohne Schiitteln werden dagegen 
nach 10 Minuten nur 12 Proz. vom Magen adsorbiert. 

2. Beim Schiitteln mit Kohle geht fast das ganze vom Magea 
adsorbierte Sublimat an die Kohle. 

Nur ein kleiner Anteil bleibt im Magen, und zwar in der Magen- 
fliissigkeit zuriick. 

2. Durch wiederholtes Schiitteln mit neuer Kohle gelingt es nicht, 
das Filtrat sublimatfrei zu erhalten. 
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4. Auch beim Schiitteln mit Sublimat, das an Kohle adso: 
biert ist, wird vom Darm ein kleiner Teil des einmal adsorbierte:, 
Sublimats losgelést. Dieses wird im Filtrat wiedergefunden. 

5. Ebenso wie bei den Versuchen in vitro zeigte sich bei de: 
Magenversuchen die Supra-Noritkohle der Merckschen Kohle in bezuy 
auf das Adsorptionsvermégen tiberlegen. 

6. Bei analogen Versuchen mit Strychnin wurden nach geniigenden, 
Kohlenzusatz nur Spuren Strychnin im Filtrat der Magenfliissigkeit 


nachgewiesen. 


Wurde das von der Kohle adsorbierte Strychnin im Darm ge- 
schiittelt, so wurde in der Darmfliissigkeit kein Strychnin gefunden. 
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Uber die Autolyse tierischer Organe bei Zimmertemperatur. 





Von 


S. Kaplansky. 







(Aus dem Institut fiir allgemeine Pathologie der 1. Staatsuniversitat, Moskau.) vit} 


(Eingegangen am 28. Dezember 1925.) 











Die Untersuchungen tiber die Autolyse verschiedener Organe 
wurden bisher fiir gewéhnlich im Thermostaten bei Bruttemperatur 
vorgenommen, indessen ist es doch oft dringend erforderlich, den : 
Einflu8 der Autolyse auf die Organe nicht nur bei der Temperatur 
von 37°, die allerdings sehr begiinstigend auf die autolytischen Fermente 
einwirkt, sondern auch bei Zimmertemperatur kennenzulernen. Von 
ganz besonderer Wichtigkeit ist diese Frage bei Analysen verschiedener 
Organextrakte, da eine Reihe von Stoffen, die in den Extrakten nach- 
zuweisen sind, in den Organen nicht praformiert vorhanden sind und 
somit als typische Produkte der Autolyse angesehen werden kénnen. 
Beachtenswert wird dieser Umstand in den Fallen, in denen zwischen 
dem Beginn der Untersuchung und der Entnahme des Organs beim 
Tiere ein mehr oder weniger langer Zeitraum verstrichen ist, oder auch 
dann, wenn die Extraktion bei einer fiir die autolytischen Fermente 
unschidlichen Temperatur erfolgte. Da sich diese Bedingungen nicht 
immer umgehen lassen, so ist man natiirlich in derartigen Fillen ge- 
zwungen, den Einflu8B der Autolyse in Betracht zu ziehen. Unter der Dd 
groBen Anzahl von Arbeiten tiber diesen Gegenstand fand ich jedoch 
in der Literatur keine Angaben iiber die Frage, mit welcher Geschwindig- 
keit die Autolyse bei Zimmertemperatur vonstatten geht. Zur Auf- 
klirung dieses Problems habe ich eine Reihe von Untersuchungen tiber 
die Autolyse der Leber, Milz und der Muskeln ausgefiihrt. Ich bediente 
mich dabei folgender Methodik: 

Den durch Aderla8 getéteten Hunden wurden augenblicklich die 
betreffenden Organe — Milz, Leber oder Muskeln — entnommen und 
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eof! ao oe . 





-% 


OT 





re 


a a ees 


































246 S. Kaplansky : 


mdéglichst rasch zweimal in einer Hackmaschine zerkleinert. Die so erhalt«iye 
homogene Masse wurde in gleiche Portionen geteilt und in weithalsige 
Erlenmeyerkolben gebracht. In jeden Kolben wurde zuvor eine bestimmte 
Menge Wasser und etwas Toluol gegeben. Die Sterilitét des Organbreies 
in jedem Kolben wurde durch spezielle Kontrollversuche festgestellt. Der 
Inhalt eines der Kolben wurde sofort gekocht, um die autolytischen Fermente 
zu vernichten; die iibrigen Kolben wurden nach bestimmten Zeitriumen 
einer nach dem anderen — zum Kochen gebracht. 24 Stunden spate: 
wurden alle Kolben nochmals unter vorsichtigem Zusatz von 5proz. Essig 
séure aufgekocht. Die Beendigung der EiweiSfallung wurde jedesmal mit 
Kaliumferrocyanid nachgepriift. Nachdem die Kolben abgekiihlt waren, 
wurde ihr Inhalt mit Wasser wieder bis auf das Anfangsgewicht zuriick- 
gebracht. Dieses Vorgehen erwies sich als unumganglich notwendig, um 
die eventuell beim Kochen eingetretene Verainderung der Konzentration 
wieder auszugleichen. Darauf wurde vom koagulierten Eiwei® abfiltriert 
und aus dem Filtrat zwei Proben zur Stickstoffbestimmung nach Kjeldai/ 
entnommen. 


I. Die Autolyse der Muskeln. 


1200 g Muskelbrei wurden in gleiche Portionen von 200g geteilt und 
darauf in Kolben gebracht, in denen sich 500g Wasser und 10g Toluo! 
befanden. Der Inhalt des einen Kolbens wurde alsdann sofort gekocht, 
die iibrigen Kolben 3, 6, 9, 12 und 24 Stunden spiter. Die Werte fiir den 
Reststickstoff jeder Portion sind in Tabelle I wiedergegeben. 


Tabelle I. 





Nr. dun Zeitpunkt Verbraucht N Zunahme des N 
Kolbens des Kochens = ccm n/10 Hp SO, Proz. Proz. 


| sofort 21,00 0,294 _ 
‘nach 3 Std. 20,90 0,291 — 

6 21.25 0.297 si 
9 21.78 0.305 34 
12 22,26 0,311 5,7 
24 29.15 0.324 10.0 


” 
- 
” 
” 


Aus der Tabelle I ist ersichtlich, daB sich die Menge des Stickstoffs 
innerhalb der ersten 6 Stunden fast gar nicht verindert, infolgedessen 
findet auch keine Autolyse statt. 9 Stunden nach der Entnahme der 
Muskeln betrug die Zunahme des Stickstoffs 3,4 Proz., nach 12 Stunden 
5,7 Proz. und schlieBlich nach 24 Stunden 10 Proz. Die Autolyse der 
Muskeln erfolgt demnach bei Zimmertemperatur ziemlich langsam. 
Der Versuch wurde noch zweimal wiederholt, und ergab dieselben 
Resultate. 


II. Die Autolyse der Leber. 


300 g Leberbrei wurden in sechs gleiche Portionen geteilt und in Kolben 
mit 100g Wasser und 5g Toluol gebracht. Eine Portion wurde alsdann 
sofort aufgekocht, die iibrigen 3, 6, 9, 12, 24 Stunden spater. 
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Autolyse tierischer Organe bei Zimmertemperatur. 


Tabelle II. 





Nr. des Zeitpunkt Verbraucht N Zunahme des N 
Kolbens des Kochens = com n/10 Hp SO, ; Proz. 


sofort 17,50 
nach 3 Std. 17,65 — 
6 17,98 , 24 


es 18,46 53 
12° 18,95 73 
ihe 19,75 | 126 


Aus der Tabelle I] geht hervor, daB die Autolyse der Leber bei 
Zimmertemperatur etwas schneller verlaiuft als die Autolyse der Muskeln, 
aber auch hier lat sich nur eine unbedeutende Zunahme des Extraktiv- 
stickstoffs waihrend der ersten 6 Stunden feststellen. 


Ill. Die Autolyse der Milz. 


30g Milz wurden in Portionen von 10g geteilt und in Kolben mit 
20 ¢ Wasser und 3¢ Toluol gebracht. Die folgende Behandlung war der- 
jenigen der vorhergehenden Versuche gleich. 


Die Resultate sind in Tabelle III wiedergegeben. 


Tabelle 111. 





Nr. des Zeitpunkt Verbreucht 
Kolbens des Kochens = ccm n/10 H, SO, 


sofort 6,16 
nach 3 Std. 6.39 
6 6,62 
9 7,15 
12 7,48 
24 8.06 , 28.8 


Die Autolyse der Milz erfclgt sehr rasch, fast dreimal so schriell 
wie die der Muskeln. Schon nach 6 Stunden erreicht die Zunahme 
des Extraktivstickstoffs 8,8 Proz., wihrend man in den Extrakten von 
Muskeln und Leber zu dieser Zeit keine bemerkenswerte Erhéhung 
der Stickstoffmenge konstatieren kann. 

Da bei der Autolyse hauptsichlich der Aminosiurenstickstoff 
zunimmt, der verhiltnismaBig nur einen geringen Teil des gesamten 
Extraktivstickstoffs ausmacht, wurden noch folgende Versuche an- 
gestellt, um iiber den Verlauf der Autolyse gréBere Klarheit zu ge- 
winnen. In diesen Fillen wurde in den Extrakten nur der Aminoséuren - 
stickstoff bestimmt, was nach der Folinschen kolorimetrischen Methode 
geschah. Die Extrakte wurden genau so wie in den oben beschriebenen 
Versuchen bereitet. Aus den Extrakten wurde das Ammoniak von 
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vornherein durch einen Luftstrom aus sodaalkalischer Liésung entfernt. 


Die Resultate sind in Tabelle IV wiedergegeben. 


Tabelle IV. 





‘ Menge N in 1 ccm | Menge N in 1 ccm | Menge N in 1 com 
Zeitpunkt Muskelextrakt Leberextrakt | ilzextrakt 
des Kochens 
mg mg | mg 


sofort 13 10 ll 
nach 3 Std. 14 ll 16 
“a a 15 13 23 


Die Zunahme des Aminosiurenstickstoffs erfolgt viel rascher als 
diejenige des Gesamtstickstoffs, aber auch hier unterscheidet sich dic 
Autolyse der Milz durch ihre Geschwindigkeit von der Autolyse der 
Leber und der Muskeln. Wahrend die Zunahme des Aminosiurenstick- 
stoffs bei Leber 15 Proz. und bei Muskeln 33 Proz. betrug, war bei der 
Milz eine Erhéhung um 100 Proz. eingetreten. 
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Uber das Wesen des Antitrypsins. 


Von 
Mark Serejski. 


(Aus dem biochemischen Institut des Kommissariats fiir Volksgesundheit 
in Moskau.) 


(Eingegangen am 28. Dezember 1925.) 


Die Frage nach der antitryptischen Wirkung hat zu vielen Arbeiten 
Veranlassung gegeben, hauptsichlich wegen ihres Zustandekommens 
im Serum. 


Die ersten, die sich mit dieser Frage beschaftigten, waren Camus 
und Gley (1897), Landsteiner (1900), Jacoby (1908), Danilewsky u. a. Sie 
konnten feststellen, da8B Serum, mit Trypsin behandelt, entschieden die 
fermentative Wirkung des letzteren herabsetzt. Dieser Eigenschaft des 
Serums hat man in klinisch-diagnostischer Hinsicht eine groBe Bedeutung 
zugemessen. Eine Reihe von Forschern (Brieger und Bergmann, Wiens, 
Meyer u. a.) untersuchten die hemmende Eigenschaft des Serums bei ver- 
schiedenen Krankheiten, aber bisher gelang es noch nicht, einen sicheren, 
gesetzmaBigen Zusammenhang zwischen Erkrankungen und Antitrypsin- 
gehalt im Serum aufzudecken. 

Die Natur der hier in Betracht kommenden hemmenden Substanz ist 
ebenfalls von verschiedener Seite naiher untersucht worden. Nach Hedin 
deckt sich das Antitrypsin mit dem Serumalbumin; Kaemmerer u. a. halten 
das Antitrypsin fiir thermolabil und nicht dialysabel, Rosenthal 
H. Pfeiffer, Rusznyak u. a. bringen dagegen die antitryptische Wirkung 
mit dem Auftreten von EiweiBabbauprodukten in Zusammenhang, und 
dementsprechend halten sie das Antitrypsin fiir thermostabil (Doeblin) 
und dialysabel. Endlich wird die antitryptische Wirkung auf Rechnung 
der Lipoide getragen. Es gelang namlich Pick und Piibram, Schwarz, 
Bauer, die hemmenden Substanzen durch Behandlung des Serums mit 
Ather, Aceton und anderen lipoidlésenden Stoffen zu entfernen. 

Samtliche Forscher sind der Meinung, daB das Antitrypsin kolloidaler 
Natur sei. 

In der letzten Zeit wurde durch die Arbeiten von Jobling und 
Petersen (1) groBes Aufsehen erregt. Diese Forscher vermochten nicht 
bloB die hemmenden Substanzen durch Ausschiitteln mit Chloroform zu 
entfernen, sondern auch dieselben durch Seifen ungesattigter Fettsaéuren 
zu ersetzen, wobei die hemmende Wirkung dieser Saéuren in direktem 
Verhaltnis zu der Jodzahl der Fettséiuren stand. Demgema8 fanden Jobling 
und Petersen, daB sowohl gesittigte wie auch ungesittigte, aber jodierte 
Fettsiuren keine hemmende Wirkung auszuiiben imstande sind. An der 
Hand verschiedener Versuche stellten diese Autoren eine weitgehende 
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Hypothese iiber die Bedeutung der lipoidhemmenden Substanz: fiir die 
Physiologie und Pathologie auf. Sie geben an, daB bei der Tuberkulose die 
Tuberkelbazillen und das verkiste Gewebe ungesattigte Fettséuren ent- 
halten. Die giinstige therapeutische Wirkung des KJ bei verschiedenen 
Erkrankungen sei dadurch bedingt, daB Jod den antitryptischen Titer 
vermindert, wodurch die proteolytische Aktivitat des Organismus gesteigert 
wird. Bei der sogenannten Abderhaldenschen Reaktion soll nicht das dem 
Serum zugesetzte Gewebe durch spezifische Abwehrfermente, sondern die 
Serumproteine abgebaut werden, nachdem das Antitrypsin durch Adsorption 
ausgeschaltet worden ist. 

Die Angaben von Jobling und Petersen waren von Slowtzow (2), 
de Crinis (3) u. a. bestitigt. de Crinis geht noch weiter und behauptet, 
daB unter den Lipoiden speziell den Cholesterinen die antitryptische 
Wirkung zukomme. Jobling und Petersen fiihrten ihre Versuche aus, indem 
sie das mit Natriumoleat versetzte Trypsin eine halbe Stunde lang im Brut- 
schrank hielten und dann mit Casein zusammenbrachten. Nach ver- 
schiedenen Zeitabschnitten wurde der nichtkoagulable Proteinstickstoff 
bestimmt. Sie trugen aber dabei dem Einflu8 der Seifen auf die Beschaffen- 
heit einzelner Komponenten keine Rechnung. Diese Liicke empfanden wir 
um so lebhafter, als zur Bestimmung der Trypsinwirkung auf Eiweil 
(Casein) gerade die Methode von Folin-Denis angewandt wurde. Diese 
Methode besteht bekanntlich darin, daB Eiwei8 durch Hinzufiigen von 
Essigséiure-Natriumchlorid und Kochen gefallt, der Riickstand abfiltriert 
und im Filtrat Stickstoff bestimmt wird. Es sei an dieser Stelle gleich 
bemerkt, daB bei Ausfillung der EiweiBstoffe, wie auch anderer Kolloide, 
die Anwesenheit fremder Substanzen von gréBter Bedeutung sein kénne. 
Zusatz von Elektrolyten, entgegengesetzt geladener Kolloide usw. fiihren 
6fters zur schroffen Verinderung bei der Ausflockung der EiweiSkérper. 
Unter dem Einflu8 der Seifen kénnte die kolloidale Trypsinlésung Dis- 
persitatsveranderungen erleiden, wobei wir wissen, daB der Dispersitatsgrad 
fiir die Aktivitét der Fermente von ausschlaggebender Bedeutung sei 
[Fodor (4)]. Andererseits kénnte die Bearbeitung des Caseins durch Saéuren 
in Anwesenheit von Seifen kaum ohne EinfluB auf die gréBere oder geringere 
Ausflockung des Caseins bleiben. Kurz gesagt, die antitryptische Wirkung 
der Seife konnte daraus resultieren, daB die Seifen auf das Trypsin und das 
Casein in dem Sinne einwirken, daB sie einen Teil dieser Substanzen aus 
der Lésung in den Niederschlag iiberfiihren. 


Es schien uns notwendig, vor allem die Versuche von Jobling und 
Petersen nachzupriifen. 

GemaB Jobling und Petersen verfuhren wir in folgender Weise. 
1,0 Casein (Kahlbaum ,,klar léslich“) wurde mit 1 Proz. Natrium- 
carbonat zerrieben und auf 100,0 ccm aufgefiillt. Die Lésung wurde ab- 
filtriert und mit einer 0,2 proz., klar filtrierten Trypsinlésung (Kahlbaum) 
versetzt. Zur Herstellung der Seifen benutzten wir teils kaufliche 
reine Oleinsiure (Kahlbaum), teils von uns selber aus Olivendl isolierte. 
Die Oleinsiure aus Olivenél wurde in der Weise bereitet, daB das 0) 
mit alkoholischer Kalilauge verseift, die Seifen mit Petrolather extrahiet, 
mit Salzsiure zerlegt wurden, worauf der Ather abdestilliert wurde. 
Diese Operation wurde einigemal wiederholt. Die Natronseifen wurden 
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ex tempore als lproz. Lésung dargestellt. Das Trypsin wurde mit 
der Seife eine halbe Stunde im Brutschrank stehengelassen und dann 
mit Caseinlésung vermengt. 

Jobling und Petersen geben an, daB das Kahlbaumsche Natriumoleat 
keine hemmende Wirkung auf Trypsin ausiibe, wohl aber das aus 
Olivenél frisch hergestellte. In unseren Versuchen konnten wir diesen 
Unterschied nicht wahrnehmen. Die von uns bestimmte Jodzahl 
glich fiir die Oleinsiure (Kahlbaum) 92,1, fiir die von uns hergestellte 
81,2. Im iibrigen aber konnten wir ihre Befunde vollauf bestatigen. 
In allen Fallen, wo zur Mischung Casein-Trypsin Oleate beigefiigt 
werden, bekommt man bedeutend weniger nichtkoagulablen N, als 
in den Kontrollen ohne Seife d.h. es machte den Eindruck einer 
antitryptischen Wirkung der Natriumoleate. 

Weitere Versuche fiihrten uns aber zu der Uberzeugung, daf eine 
antitryplische Wirkung von Seifen iiberhaupt nicht existiert. Es stellte 
sich tatsichlich heraus, daB die Seifen sowohl auf Trypsin wie auch 
auf Casein eine fiilende Wirkung ausiiben und infolgedessen die Menge 
des unkoagulablen Stickstoffs vermindern. 

Es erschien uns von gréBter Wichtigkeit, in erster Linie den EinfluB 
der Seifen auf das Casein selbst zu ermitteln, ein Kontrollversuch, 
den Jobling und Petersen weggelassen haben. 

Wir stellten eine Reihe von Versuchen von Casein und steigender 
Konzentration von Seifen und fiir verschiedene Zeitabschnitte auf. 
Die Proben blieben im Brutschrank. Zur Fallung benutzten wir eine 
Mischung von 10 Proz. Essigsiure und 20 Proz. Natriumchlorid. (Auf 
10,0 Casein 3,0 dieser Mischung.) Alle Proben wurden auf 10 Minuten 
in kochendes Wasser gestellt, die Riickstande auf abgewogenen Filtern 
gesammelt und nach Trocknen durch Wagen bestimmt. Schon der 
einfache Blick auf die Proben zeigt, daB die Riickstande der Seifen- 
proben umfangreicher waren. 


Tabelle I. 
EinfluB der Oleate auf Caseinfallung. 





CasciniSeung ; Na-Oleat : Gewichte der Ruckstande 


com com nach 8 Stunden | nach 24 Stunden 





0 0,159 0,148 
5 0,213 0.244 
5 0,192 0,186 
10 0,202 0.220 
10 0,253 0,244 
12,5 ~ 0,299 
12.5 ine 0,292 
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Wie aus der Tabelle | erhellt, gibt das Casein in der Kontrollprobe 
stets einen geringeren Riickstand als in der Seifenprobe. Mit anderen 
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Worten, in Anwesenheit von Seifen wird aus der Lésung durch die Sdéuren 
bedeutend mehr Casein gefdllt. Diese Zunahme stieg bei groBen Kon- 
zentrationen der Seife bis auf 100 Proz. und glich ungefahr der Hemmung, 
die Jobling und Petersen fiir die entsprechende Konzentration angezeigt 
haben. 

Diese Resultate wiederholten sich regelrecht in den mehrmaligen 
Nachpriifungen. In einigen Versuchen begniigten wir uns nicht blof 
mit der Gewichtszunahmebestimmung, sondern stellten noch den 
N-Gehalt des Riickstandes fest (nach Kjeldahl). Als Beispiel folgender 
Befund : 

Im Riickstand ohne Seife 


*» os mit 9° 


Das Natriumoleat und das Filter waren stickstofffrei. 


Wir gingen dann zum Studium der Wirkung der Seifen auf das 
zweite Ingredienz, das Trypsin, tiber. Zu je 10ccm einer 0,2proz. 
Trypsinlésung wurden steigende Mengen Natriumoleat zugesetzt und 
die Gemische fiir eine halbe Stunde im Brutschrank bei 37° aufbewahrt. 
Gleichzeitig wurden Kontrollproben mit physiologischer Kochsalz- 
lésung anstatt Seife in ahnlicher Weise angestellt. Siamtliche Proben 
wurden dann mit 15 bis 20 ccm Petrolather zwei- bis dreimal extra- 
hiert, zentrifugiert und die wasserigen Fermentlésungen von der Ather- 
schicht im Scheidetrichter getrennt. Die durch Seifenzusatz stark 
getriibten Lésungen erschienen nach diesem Behandeln klar, die 
Atherschicht blieb dagegen dick und undurchsichtig. Mit diesen 
Fermentlésungen wurden Verdauungsversuche mit Casein in tiblicher 
Weise angestellt. Die erhaltenen Resultate sind in Tabelle II zu- 
sammengestellt. 

Tabelle I]. 


Trypsinwirkung nach Behandlung mit Seifen. 





Reststickstoff 
mg | Proz. 


Kontrollversuch ... 5,93 100 
66 


Hauptversuch Nr. 1 3,82 


z a 291 49 
» = Bie 2,53 44 
os . 0,63 10 

Aus der Tabelle II ergibt sich mit voller Bestimmtheit, daB durch 
die Vorbehandlung des Trypsins mit Natriumoleat und nachherige 
Entfernung des letzteren ein Teil des Ferments mitgerissen wird, und 
so entsteht der Eindruck, daB die Fermentwirkung herabgesetzt ist. 
Wir wiederholten diese Versuche mehrmals und erhielten stets ganz 
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ihnliche Resultate. Jobling und Petersen behaupten, daB das Anti- 
trypsin durch Ather, Chloroform sehr langsam extrahiert wird. So 
muBten sie, um das Antitrypsin aus dem Serum zu entfernen, das 
letztere fiir 48 Stunden stehenlassen. Wir konnten in unseren Versuchen 
den Vorwurf voraussehen, daB trotz des wiederholten Ausschiittelns 
mit Ather die Seifen (Antitrypsin) in kurzer Zeit nicht geniigend aus- 
geschaltet werden. Deshalb versuchten wir, das Trypsin mit Seife und 
Ather 50 Stunden zu halten, mehrmals in dieser Zeit das Schiitteln 
wiederholend. Die Kontrolle ohne Seife unterlag derselben Operation. 
In der Tabelle II unter Nr. 4 findet sich ein solches Resultat und dabei 
noch viel demonstrativer. 

Wir sehen also, daB die Oleinseifen dem Trypsin gegeniiber das- 
selbe bewirken, wie dem Casein gegeniiber, vielleicht in noch gréBerem 
Umfang. Und zwar vermindert die Trypsinlésung nach dem Stehen 
mit Seife und nachherigem Extrahieren dieser Seife ganz entschieden 
die Aktivitét des Trypsins. 

Es hat sich erwiesen, daB zur Hemmung der Trypsinwirkung das 
Vorhandensein der Seifen waihrend der Reaktion nicht notwendig ist. 
Schon eine bloBe Beriihrung wahrend ganz kurzer Zeit des Trypsins 
mit den Seifen geniigt, um seine fermentative Wirkung herabzusetzen, 
unbeachtet dessen, daB die Seifen aus der Lésung entfernt werden. 
Ein Teil des Trypsins wird dabei mit der Seife gefillt, wie man es nach 
der Stickstoffbestimmung der extrahierten Seifen beurteilen kann, und 
bleibt deshalb auBer Wirkung auf Casein. Es besteht also kein 
Grund, hier von Antitrypsin zu sprechen. Unter Antikérper versteht 
man gewodhnlich einen Stoff, der neutralisierend auf die Aktivitat 
einer anderen Substanz wirkt. In unserem Falle handelt es sich um 
die Erscheinung der Ausflockung des einen Kolloids durch ein anderes. 
Das ist eine Erscheinung, die, wie wir es schon sagten, bei dem Zu- 
sammenwirken verschiedener elektrisch geladener Kolloide verbreitet 
ist. Das fiihrte uns zu der SchluBfolgerung, daB Seifen ungesattigter 
Fettsiuren nicht nur kein Antitrypsin darstellen, wie es Jobling und 
Petersen behaupten, sie kénnen nicht einmal als hemmende Substanzen 
bezeichnet werden, genau so, wie es falsch wiire, das (NH,),S0O, als 
AntieiweiBstoff zu bezeichnen nur deswegen, weil es EiweiB ausfiallt. 

Die vor kurzem erschienene Arbeit von Schierge (5) steht auch 
mit den friiheren Anschauungen iiber das Wesen des Antitrypsins, 
speziell den Anschauungen von Jobling und Petersen im Widerspruch. 
Dieser Verfasser versucht, die proteolytischen Erscheinungen des 
Serums kolloidchemisch zu deuten, wobei der Begriff des Antiferments 
fallengelassen werden kann. Er fallte das SerumeiweiB mit Alkohol aus, 
wodurch das Ferment mitgerissen wird. Bei nachheriger Peptisation 
des getrockneten Eiwei®niederschlags ist eine proteolytische Wirkung 





254 M. Serejski: Wesen des Antitrypsins. 


auf Carmin-Fibrin in allen Seren festzustellen. Eine gewisse Ver. 
minderung der Dispersitét und Hydratation nach Wiederauflésuny 
fiihren zur Aktivierung der Fermente. Dieser Verfasser, der ganz 
andere Wege geht, kommt schlieBlich zu derselben Anschauung iiber 
die zweifelhafte Natur des Antitrypsins, insbesondere iiber die Theorie 
von Jobling und Petersen wie wir. 
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Uber Ammoniakgehalt und Ammoniakbildung im Blute. 


IV. Mitteilung: 
Ist im kreisenden Blute Ammoniak vorhanden? 


Von 
J. K. Parnas und A. Klisiecki. 
(Aus dem medizinisch-chemischen Institut der Universitat Lwéw.) 


(Eingegangen am 28. Dezember 1925.) 
Mit 2 Abbildungen im Text. 


Die Frage des Blutammoniaks hat in den letzten Jahren wieder 
in erhéhtem MaBe die Aufmerksamkeit der Physiologen auf sich gezogen. 
Man hat mit Recht bemerkt, daB in dem MaBe, wie die Methoden zur 
Bestimmung des Blutammoniaks vervollkommnet werden, die im 
Blute gefundenen Mengen immer geringer ausfallen. 


Die Arbeiten von Folin und Denis (1912) und Nash und Benedict (1922) 
bilden Marksteine in dieser Entwicklung der Frage. Diese Entwicklung 
muBte, als nur noch hundertstel Milligramm Ammoniak in 100 g Blut 
gefunden wurden, zu der Fragé fiihren, ob im kreisenden Blut iiberhaupt 
Ammoniak vorhanden sei? Diese Frage hat im Zusammenhang mit der 
Ammoniakausscheidung im Harn sowie den Grundfragen des inter- 
mediaren Stoffwechsels eine prinzipielle Bedeutung. 

Die Frage, ob im kreisenden Blute Ammoniak vorhanden ist, wurde 
einerseits von Parnas mit Heller und Taubenhaus'), andererseits von 
Henriquez und Gottlieb*) sowie von Fontés und Yovanovitsch*®) bearbeitet 
und in verschiedener Weise beantwortet. Sie erscheint zu wichtig, als daB 
zwei ganz widersprechende Auffassungen nebeneinander bestehen kénnten. 
Als die erste Publikation von Fontés und Yovanovitsch) erschien, in welcher 
die Autoren die Behauptung aufstellten, daB im Blute ganz allgemein kein 
Ammoniak und keine Ammoniumsalze vorhanden seien, waren wir iiberzeugt, 
daB weitere Versuche die Autoren iiberzeugen wiirden, daB ihre Schiiisse 


1) Diese Zeitschr. 152, 1, 1924; 155, 247, 1925; 159, 298, 1925. 
Therapia, Budapest, Koranyi-Festschrift 8.78 (1926). 

*) Zeitchr. f. physiol. Chem. 188, 254, 1924. 

8) C. r. Soc. de Biol. 92, 1406, 1925; Bull. de la Soc. de chim. Biol. 7 
1044 bis 1055 1925. 
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unberechtigt waren; waren doch damals die Versuche von Parnas’) 
publiziert, welche seitdem von Luck und Seth*) bestatigt und in Uberein. 
stimmung mit friiheren Feststellungen von Nash und Benedict die be- 
deutenden Verschiedenheiten aufdeckten, die zwischen verschiedenen 
Blutarten bestehen. Nachdem aber jetzt die Arbeit von Fontés und 
Yovanovitch in erweiterter Fassung erscheint, ist eine Stellungsnahme zu 
dieser Frage nicht zu vermeiden. Ist doch der Betrieb der wissenscha(t- 
lichen Literatur unserer Zeit derart, daB selbst der Fachgelehrte im 
engeren Sinne die Arbeiten nur aus Referaten kennt: dieses macht es 
nétig, gewisse Punkte zu betonen, die unter anderen Umstanden selbst 


fiir sich sprechen wiirden®*). 

Wir haben die vorliegende Arbeit speziell dem Hundeblut ge- 
widmet, weil dieses, zwar bei Forschungen iiber Ammoniakbildung 
am hiufigsten bearbeitet, nichtsdestoweniger aber am _ wenigsten 
genau bekannt ist. Parnas und Heller hatten aus zufalligen Griinden 
das Kaninchen als Versuchsobjekt gewahlt, und dieser Zufall hat die 
Erforschung der Ammoniakbildung erméglicht, welche am Hundeblut 
kaum méglich gewesen wire. Unsere Kenntnisse vom Ammoniak im 
Hundeblut beschranken sich darauf, daB die Ammoniakbildung ahnlich 
wie beim Pferd und beim Rind sehr langsam erfolgt. Wir gingen jetzt 
darauf aus, die Anfangswerte des Ammoniakgehalts und die Gesetz- 
maBigkeiten der Ammoniakbildung kennenzulernen. Indem wir die 
Ergebnisse vorwegnehmen, méchten wir feststellen, daf auch Hunde. 
blut Ammoniak enthdlt; sein Ammoniakgehalt ist in verschiedenen G efap- 
bezirken genau und in engen Grenzen bestimmt und in charakteristischer 
Weise verschieden. . 

Il. 

Die Frage des Blutammoniaks kann immer noch nicht behandelt 
werden, ohne da eine ausfiihrliche Erérterung der Bestimmungs- 
methoden vorausgeschickt wiirde. Die von uns angewandte Methode 
ist genau so, wie sie in der Mitteilung I und II beschrieben worden ist ; 
es hatte sich in keinem Punkte das Bediirfnis einer Anderung ergeben ). 
Wir méchten das Prinzip der Methode nochmals rekapitulieren. 


1) Diese Zeitschr. 155; 247, 1925. 

2) Biochem. Journ. 19, 360, 1925. 

%) Diese Bemerkung kniipfen wir daran, da®8 der Referent des 
Chemischen Zentralblattes bei Besprechung der ersten Arbeit von Fontés und 
Yovanovitsch von der minutiésen Methode dieser Autoren spricht, indem 
er das Epitheton anwendet, welches diese Autoren in ihrer sehr héflichen 
Besprechung der Arbeit von Parnas und Heller geben. Ein scheinbar 
geringfiigiger Umstand, der jedoch einem mit dem Gegenstand nicht genau 
vertrauten Leser notwendigerweise eine Stellungnahme in bezug auf die 
widersprechenden Schliisse beider Arbeiten suggeriert. 

*) Bis auf eine geringfiigige Anderung der Apparatur, in der jetzt zur 
Dampfeinleitung in den Destillierkolben ein Metallhahn verwendet wird, 
da Glashahne leicht springen. 
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Das Blut wird in das Kélbchen hineingebracht, in welchem sich 
Paraffin und eine gesittigte Natriumboratlésung befindet; diese 
Reagenzien sind durch vorherige Destillation von Ammoniakspuren be- 
freit, was in jedem einzelnen Versuch festgestellt wird. Die Boratlésung 
stellt einen Puffer von besonderer Neutralisationskapazitat dar, welcher 
dem zugesetzten Blute seine H-lonenkonzentration (pg = 9,3) aufdringt. 

Es wird durch den evakuierten Kolben ein Wasserdampfstrom 
eingeleitet, der mit dem Druck einer Atmosphare eintritt und aus dem 
Kolbeninhalt das Ammoniak entfiihrt. Es wird auf diese Weise in 3 bis 
5 Minuten bei 25° und einem Druck von 22 bis 26 mm Hg eine der 
destillierten Fliissigkeit mindestens gleiche Menge Destillat abgetrieben 
und aufgefangen. 

Das Wesentlichste an der Methode ist jedoch das System der 
Kontrollversuche ; nach jeder Destillation wird durch eine nachfolgende, 
der ersten genau entsprechende Kontrolldestillation festgestellt, ob 
alles Ammoniak abgetrieben worden ist, und gegebenenfalls — in den 
ersten Versuchsreihen immer —, ob eine zugesetzte Ammoniakmenge 
vollstandig abdestilliert werden kann. 

Wir haben keinen einzigen Versuch publiziert, in dem die Kontrolle 
iiber die Ammoniakfreiheit der Reagenzien und des Apparats, sowie 
die Kontrolle der vollstandigen Vertreibung des Ammoniaks nicht 
durchgefiihrt worden wire. 

Es gibt kaum eine biochemische Methode, in welcher auch dem 
Geiibten nicht hier und da ein Irrtum unterlaufen kénnte. Diese 
Irrtiimer werden durch Analysen und Versuchsreihen entdeckt und 
ausgeschaltet. Wir haben unsere Versuche stets auf diese Kontrolle 
eingestellt und kénnen ruhig sagen, daB aus der Reihe fallende Be- 
stimmungen wohl hier und da vorkamen, aber stets entdeckt und 
durch wiederholte Bestimmungen als Irrtiimer festgestellt worden sind. 

Die Methode, welche von Fontés und Yovanovitsch verwendet wird, 
ist ganz anderer Art. Sie verwenden groBe Blutmengen von 100 bis 
250cem, alkalisieren mit gesittigter Lithiumcarbonatlésung und 
destillieren mit Wasserdampf in luftverdiinntem Raume bei 45 bis 50° 
und wihrend 30 Minuten. Das Ammoniak wird in titrierter Salzsiure 
aufgefangen und maBanalytisch bestimmt. Die Autoren begniigen 
sich mit summarischen Kontrollen der Leistungsfahigkeit ihrer Methode, 
ohne Kontrollen der Einzelanalyse. Unter der kleinen Zahl der Ver- 
suche, die sie angeben, finden wir keine zwei Bestimmungen an dem 
gleichen Blute. Indem wir diese Punkte hervorheben, sind wir weit 
davon entfernt, an der Methode, die wir nicht erprobt haben, Kritik 
iiben zu wollen. Sie ware wahrscheinlich fiir Versuche an einem Tiere 
bestens geeignet, welches eine ebenso langsame Ammoniakbildung wie 
der Hund und dabei gréBere Blutmengen (z. B. wie das Rind oder das 
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Pferd) besiBe. Wir méchten uns aber gegen eine Kritik wehren, welche 
Fontés und Yovanovitsch an den von uns angewandten, von ihnen jedoch 
nicht erprobten Methoden geiibt haben. Zur Zeit, als sie ihre Ergebnisse 
mitteilten, war es bereits durch die Publikationen von Parnas bekannt, 
daB sich das Blut verschiedener Tiere verschieden verhilt und dag 
Hund und Kaninchen in dieser Beziehung geradezu Grenzfille dar- 
stellen. Eine Kritik der fremden Methode wire auf Grund der ver. 
schiedenen Befunde unstatthaft, welche Fontés und Yovanovitsch am 
Hunde, Parnas dagegen am Kaninchen erhoben haben, und es sei 
daran erinnert, da Parnas und Heller sich einer solchen Kritik gegen- 
iiber den am Hunde gewonnenen Ergebnissen von Nash und Benedict auf 
Grund ihrer eigenen Kaninchenversuche ausdriicklich enthalten haben. 
Aber die Erérterung von Fontés und Yovanovitsch, die sich auf ver- 
mutliche Fehlerquellen unserer Methode beziehen, muB hier doch 
analysiert werden. Der Einwand, da8 wir das Ammoniak in absolut 
kleinen Mengen bestimmt haben, klingt befremdend in der Arbeit aus 
einem Institut, in dem die minimetrischen Methoden so erfolgreich 
geférdert worden sind. Wir erinnern daran, daB die Fehlergrenzen 
der Ammoniakbestimmung in den im Blute vorkommenden Mengen 
von Parnas und Taubenhaus untersucht worden sind, und daB es in 
den hier diskutierten Fragen des NH,-Gehalts im kreisenden Blute 
selbst auf einen Fehler von 10 Proz. nicht ankommen wiirde. 

Die Vermutung, daB ein UberschuB von Natronlauge in der Borat- 
lésung eine NH,-Bildung durch Hydrolyse von Amidoverbindungen 
hervorrufen kénnte, erscheint schon gar nicht begriindet; es kommt 
doch bei hydrolysierenden Wirkungen nur auf die H’ und OH’-Ionen- 
konzentration an und nicht auf die Zusammensetzung des Puffer- 
gemisches ; und warum sollte denn diese Wirkung nach einer Destillation 
aufhéren, und die zweite Destillation sogar nach Verlauf einer halben 
Stunde ganz blanke Destillate liefern? Wir glauben, daB sich dieser 
Einwand bei einer aufmerksamen Durchsicht unserer Versuche von 
selbst erledigt. 

Wenn schlieBlich Fontés und Yovanovitsch die Uberzeugung aus- 
sprechen, daB zwischen Kaninchenblut und Hundeblut kein Unter- 
schied in dem Sinne bestehen kénnte, daB im Kaninchenblut mehr 
Ammoniak enthalten wire als im Hundeblut, und zwar weil das 
Kaninchen ein Pflanzenfresser, der Hund aber Fleischfresser ist, so 
glauben wir, daB dieses Denkschema sich in diesem Falle nicht 
bewahrt, und daB die Ammoniakfrage fiir eine derartige deduktive 


1) Die Lage ist heute kaum anders, als sie im Jahre 1855 von 
Claude Bernard charakterisiert worden ist. (Legons de Physiologie Ex- 
périméntale 1, 14, Zeile 6 von unten bis 8. 15, Zeile 14 von oben. Paris 1855.) 
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Das Hauptergebnis von Fontés und Yovanovitsch ist die Fest- 
stellung, daB im arteriellen Hundeblut Ammoniakmengen von 0,01 mg 
N H,-Stickstoff in 100 cem vorkommen, und daB héhere Werte gefunden 
werden, wenn das Blut erst eine Zeitlang nach der Entnahme untersucht 
wird. Wir haben gegen dieses Ergebnis nichts einzuwenden, auch wir 
haben Blutproben beobachtet, in welchen ahnlich geringe Ammoniak- 
mengen enthalten waren. Wenn aber Fontés und Yovanovitsch auf 
Grund dieser Werte fiir das Hundeblut und der von Parnas und Heller 
festgestellten Geschwindigkeit der Ammoniakbildung im Kaninchen- 
blut die These aufstellten, da8S im Hundeblut iiberhaupt kein 
Ammoniak enthalten ist, so halten wir diesen SchluB fiir unbegriindet. 
Die eigenen Versuche von Fontés und Yovanovitsch bieten aber fiir 
einen solchen RiickschluB gar keine Grundlage. 


Die experimentellen Aufgaben dieser Arbeit betreffen nach dem 
oben Gesagten den Anfangswert an Ammoniak im Hundeblut') sowie 
den Verlauf der Ammoniakbildung in diesem Blute. Beide Aufgaben 
hiangen zusammen, denn ein RiickschluB auf den Anfangswert bei 
bekanntem Verlauf erhéht die Sicherheit dieser Werte. 

Die analytische Prozedur war dieselbe wie in friiheren Unter- 
suchungen; das Blut wurde immer mit Lithiumoxalat ungerinnbar 
gemacht. 

Wir stellen die Ergebnisse in Tabellen zusammen, aus welchen alle 
Einzelheiten zu ersehen sind. 

Tabelle I enthalt eine Zusammenstellung von Daten, die sich auf 
Hundeblut sofort oder kurge Zeit nach der Entnahme beziehen. Es 
ist aus ihr zu ersehen, dafS unsere Werte fiir Carotisblut in 
guter Ubereinstimmung zwischen 0,025 und 0,04 liegen, und daB die 
Schwankungen innerhalb dieser Werte keinen deutlichen Zusammenhang 
mit der Zeit und der Temperatur der Aufbewahrung aufweisen. Ver- 
gleichen wir sie mit den Werten der anderen Autoren, so sehen wir 
sie im allgemeinen niedriger als die von Nash und Benedict (sofort 
nach Entnahme 0,06, 0,07, 0,08, 0,1), dagegen héher als die Werte von 
Fontés und Yovanovitsch (gegen 0,01). Es sei indessen auf den Umstand 
aufmerksam gemacht, da wir in Versuchen, in welchen das Blut 
gleicher Art demselben Individuum in verschiedener Zeit entnommen 
worden ist, genau gleiche Werte finden. Nach dem Wert unserer Ver- 
suche, z. B. vom 4. Dezember, zweifeln wir nicht daran, daB so niedrige 


1) Das Physiologische Institut unserer Universitat hat uns durch Uber- 
lassen von Tiermaterial unterstiitzt, wofiir wir seinem Leiter, Prof. Dr. 
A. Beck, bestens danken. 
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Werte, wie sie von Fontés und Yovanovitsch gefunden werden, auch 
vorkommen kénnen. 

Im Jugularisblut finden wir stets héhere Werte als im Carotisblut 
beim gleichen Tiere. Die Verschiedenheit dieser Werte haben wir oft 
durch unmittelbaren kolorimetrischen Vergleich der Destillate fest- 
stellen kénnen. Dem arteriellen Blute ahnlich ist Blut der Vena hepatica. 

Diese Feststellung stimmt nicht tiberein mit der Behauptung von 
Fontés und Yovanovitsch, welche angeben, daB venéses Blut weniger 
Ammoniak enthalt als arterielles. Dieser Widerspruch bedarf noch einer 
Aufklarung?); es wire in Anbetracht der Feststellung von Winterstein®) 
einerseits, nach der im Nervensystem Ammoniak gebildet wird, anderer- 
seits von Meyerhof, Lohmann und Meier*), der Ammoniakbildung im 
iiberiebenden Warmbliitermuskel gefunden hat, merkwiirdig, wenn 
das arterielle Blut mehr Ammoniak enthielte als das vendése. 

Fiir das Blut der Vena renalis fanden wir in Ubereinstimmung 
mit Nash und Benedict oft sehr viel héhere Werte als fiir irgend ein 
anderes Blut. 

IV. 


In einer friiheren Mitteilung beschrieb Parnas am Hundeblut, das 
beim Erwachen aus leichter Athernarkose entnommen wurde, eine 
sehr schwache Ammoniakbildung. So zeigte dieses Blut, dessen An- 
fangsgehalt 0,05 mg-Proz. war, nach 25 Stunden bei 17° C nur 


0,18 mg-Proz., und dasselbe Blut enthielt nach 100 Stunden 0,71 mg-Proz. 
Dieser Endwert war bei 40°C und nach 18 Stunden erreicht, doch 
waren in diesem Versuch keine friiheren Werte festgestellt worden, so 
da8 hier nur der Endwert festgestellt wird. Diese sehr langsame 
Ammoniakbildung entspricht auch den Beobachtungen von Nash und 
Benedict. In ihren Versuchen sehen wir ein Anwachsen des Ammoniak- 
gehalts bei Zimmertemperatur um etwa 0,01 mg-Proz. pro Stunde. 
In der letzten Zeit haben auch Murray Luck und Trilock Nat Seth*) 
mit ganz anderer Methode die oben zitierten Ergebnisse bestatigt. 

Als wir die Untersuchung der Ammoniakbildung im Hundeblut 
wieder aufnahmen, fanden wir, daB die Verhialtnisse im Hundeblut 
komplizierter liegen als etwa im Kaninchenblut. In der Untersuchung 
von Parnas und Heller war die Ammoniakbildung im Kaninchenblut 
so gleichmaiBig, daB Punkte aus verschiedenen Versuchen genau 

1) Es sei auf den Umstand hingewiesen, daB Fontés und Yovanovitsch 
um so geringere Werte finden, je gréBere Blutmengen sie der Destillation 
unterwerfen. Bei ihren Bestimmungen am vendsen Blut haben sie die 
gréBten Blutmengen destilliert (250 cem). 

2) Diese Zeitschr. 156, 138, 1925; 167, 401, 1926. 

8) Ebendaselbst 157, 459, 1925. 

*) Biochem. Journ. 19, 360, 1925. 

Biochemische Zeitschrift Band 169. 
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zusammenfielen. Beim Hundeblut ist von einer solchen RegelmaBigkeit# — 
keine Rede). 

Wir fanden also, daB die meisten Blutproben bei 20° eine Ammoniak. 
bildung zeigten, welche sehr langsam verlief und der Kurve der von 
Parnas bestimmten Ammoniakbildung im Hundeblut entsprach; dai} 77 
aber in manchen Fillen dieser langsamen Ammoniakbildung eine 
weitere folgte, die zu dem Gehalt tiber 1,0 mg-Proz. fiihrte. 

Da wir uns dariiber klar werden wollten, welcher Grad und welcher 
Teil der Ammoniakbildung physiologisch in Frage kommen kénnte, 
stellten wir Versuche an, in welchen das Blut in geschlossenen GefaBen, 
in diinner Schicht und einer Atmosphiare mit 5 bis 6 Proz. CO,-Gehalt 
bei 38 bis 40° gehalten wurde. Das Ergebnis dieser Versuche war 
ganz klar; die Ammoniakbildung ging sehr schnell vor sich, erreichte 
in 3 Stunden den Wert von 0,45 mg-Proz., auf dem er sich eine 
Zeitlang hielt, dann setzte eine weitere Ammoniakbildung ein, 
welche in 22 Stunden den Gehalt des Carotisblutes auf 1,2 mg-Proz. 
brachte. Es liegt nahe, nur dem ersten Teil der Ammoniakbildung im 
Hundeblut eine physiologische Bedeutung zuzuschreiben. Ob der 
zweite Teil autolytischen oder bakteriellen Charakter hat, vermégen 
wir noch nicht zu sagen. Es schlieBt sich daran die Frage, ob die 
Ammoniakbildung, die wir im Blute beobachten, ein biologischer, 
aus dem Organismus stattfindender Vorgang ist, oder etwa, wie Blut- 
gerinnung, ein extravaskulirer ProzeB. Auch diese Frage kénnen wir 
beantworten: In einem Versuch, in welchem der Hund wahrend des 
Versuchs ohne Verletzung des Herzens oder Blutung getétet wurde, 
haben wir das Blut der linken Kammer 30 Minuten nach der Tétung 
untersucht und einen Wert gefunden, welcher der Ammoniakbildung 
in vitro entspricht, trotzdem vor dem Tode das arterielle Blut nur 
0,037 mg-Proz. enthielt. 

In der Tabelle II sind Daten aus Versuchen zusammengestellt,> — 
in welchen das Blut bei 20° gehalten wurde. Dieselben Daten sind inf |, 
Abb. 1 graphisch dargestellt. In den Tabellen bezieht sich jedes 
Kastchen auf das Blut eines und desselben Hundes. 
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1) Ein jeder, der mit Hundeblut arbeitet, mu8 den Eindruck haben, 
daB es ein labileres System darstellt, als etwa Kaninchen-, Pferde-, Rinder- 
oder Menschenblut. Es seien hier einige Beobachtungen angefiihrt. Ein 
Hundeblut, das 2 Tage lang unter Paraffin bei 20°C gestanden, hatte 
an Stelle des fiir das Hundeblut so charakteristischen Geruchs einen aus- 
gesprochenen Senfélgeruch, der sich nach Ausbreitung des Blutes an der 
Luft schnell verfliichtigte. Blut aus einem in Athernarkose gehaltenen|) 1 
Hunde war nach 24 Stunden in Alveolarluft und bei 20° weitgehend in 
Methimoglobin umgewandelt. Hundeblut, das in Alveolarluft bei 39° 
gehalten wurde, war nach 6 Stunden hamolysiert und nach 20 Stunden 
war Hamoglobin total auskristallisiert. 
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Tabelle 11. 
Zeit nach _ Ammonials 
Datum Blutart Biutentnchme |” 100 ccm Blut Bemerkungen 
mg 
27. XI. | Vena femoralis 2b 25 0,09 
i. 10 0,20 
. 24 34 0,19 Hund in Athernarkose. 
Arteria carotis 2 45 0.05 Blut unter Paraffin 
} ts | 6 0.08 | bei 20° 
4 ‘ . | 26 0,27 
5. XII. | ~ 1 22 0,06 Hund obne Narkose: 
Blut bei 20° unter 
Paraffin 
; | 6 30 0,12 : 
» 25 0,22 
1 47 0,41 
. 70 0,42 
) Vena renalis 3 15 0,34 
m 48 0.44 | In a - 
r ’ nommen: i 0 
Vena portae 3 sn | unter Paraffin 
15. XII. Arteria carotis Tax 2. 
~ R 18 oo | bei 0° unter Paraffin 
16. XII. Vena jugularis 0 10 | 0,02 | Léichte Athernarkose. 
8 30 eoliti-=-  —~ 


- 


Betrachtet man die Linien, welche das Anwachsen des Ammoniak- 
gehalts mit der Zeit darstellen, so sieht man, daB sie beim Extrapolieren 
auf den Anfangswert niemals auf Null weisen. In allen diesen Ver- 
suchen war die Temperatur des Blutes genau definiert. 





Tabelle IIT. 
Blitentnahme | Ammoniake 
Datum « Blutart . Guts | in 108 com Blut Bemerkungen 
in 39° mg 
14. XII. | Arteria carotis: nach Ent- 1h 30’ 03 Ohne Narkose 
nahme auf 0° abge- 2 43 04 
kiihlt, dann in ein 3 36 0,45 
Luftgemisch mit 6 Proz. 4 36 0,45 
CO, bei 39° gebracht 6 2 0,56 
(nach 44’) 22 17 1,25 
Vena jugularis: wie oben 1 0,3 
fiir Carotisblut ange- 29 0,4 
geben behandelt (39°) 37 0,45 
45 0.45 
ved 5 40 0,6 
10. XII. || Arteria carotis: Luft-| 216 | 0,32 
misch mit 5,15 Proz. | 5 0,33 
ohlendioxyd (39°) 22 14 
| Vena jugularis: wie oben 2 15 0,30 
|| behandelt 4 0,30 
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Die Versuche, in welchen das Blut bei 39° gehalten wurde, sind 
in Tabelle III und im Oberteil der Abb. 1 zusammengestellt. Aus den 
Kurven ist zu ersehen, daB die Ammoniakbildung bei dem Gehal: 
von 0,3 bis 0,45, der bei 20° nur langsam erreicht wird, auch hier 
haltmacht, um erst spiter in einem anderen ProzeB weiter anzusteigen. 











70 45 20 _ 


Stunden 
Abb.1. Ammoniakbildung im Hundeblut. 

Abszissen: Zeit in Stunden. Ordinaten: Ammoniakgehalt in 100 ccm Blut, in mg Ammoniak N 

Untere Kurven: Ammoniakbildung bei 39°. Obere Kurven: Ammoniakbildung bei 20°. 

Die hier mitgeteilten Tatsachen zeigen 

einen Umri8 der Ammoniakschicksale im Hunde. 
blut. Es wird im Blute durch einen spontan 
in den GefaBen, aber auch in vitro verlaufenden 
ProzeB gebildet, kommt aber vielleicht auch aus 
den Geweben; eine besondere Quelle ist jeden- 
falls, wie schon Nash und Benedict gefunden 

— ot haben, die Niere. Ob aus dieser letzten Tat- 

ye — sache der SchluB gezogen werden kann, 
> ae daB das im Nierenvenenblut zuriickflieBende 
Ammoniak einen Uberschu8 derjenigen Menge 
darstellt, die fiir die Ausscheidung der Sauren mit dem Harn gebildet 
worden ist, halten wir durchaus nicht fiir ausgemacht. Es scheint 
miéglich, daB dieses Ammoniak mit der direkten Ausscheidung 
saurer Produkte im Harn zusammenhingt, ahnlich, wie das fiir die 
Magensekretion der Salzsiure angenommen wird. Doch mubte diese 
Vermutung besonders gepriift werden. Eine Entfernung des 
Ammoniaks aus dem Blute scheint zwischen Vena portae und Vena 
hepatica einerseits, dem linken Herzen andererseits stattzufinden, also 
in Leber und Lunge, im Blute selber oder in Zusammenwirkung mit 
den Geweben. 

Ob es unter diesen Umstinden fiir irgend eine Frage des inter- 
mediiren Stoffwechsels férderlich sein kann, die Ammoniakfreiheit 
des Blutes zu stipulieren, diese Frage wollen wir nicht diskutieren. 
Es mag ein Idealzustand des tierischen Organismus denkbar sein, in 
welchem ein harmonischer Verlauf der ammoniakbildenden und 
ammoniakbindenden Prozesse den Ammoniakgehalt des Blutes au/ 
einem sehr niedrigen Niveau halt. Wir meinen dies im aihnlichem Sinne, 
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wie man sich einen Zustand vorstellen kiénnte, in welchem alle Milch- 
siure, die im Muskel, Nervensystem, Leber gebildet wird, auch am 
Orte ihrer Bildung oxydativ entfernt wird, und auch die durch Blut- 
glykolyse entstehende Milchsiure durch diese Prozesse auf einem 
sehr niedrigen Niveau gehalten wird. Man wird aber daraufhin nicht 
behaupten, daB im Blute keine Milchsaiure enthalten sei, denn tat- 
sichlich ist sie immer im Blute vorhanden und variiert quantitativ mit 
der Funktion und dem Zustand des Organismus. 

Das Hundeblut mit seiner sehr langsamen Ammoniakbildung war 
fiir die Bearbeitung der Frage nach dem Ammoniakgehalt des kreisenden 
Blutes besonders geeignet. Fiir das Kaninchenblut ergeben sich auf 
Grund der Versuche von Parnas und Heller ahnliche Werte fiir 
den Ammoniakgehalt. Auf die besonders wichtige Frage nach den 
Verhaltnissen im Menschenblut werden wir in einer spateren Mitteilung 
zuriickkommen. 

Zusammenfassung. 


Das strémende Blut enthalt wohldefinierte Ammoniakmengen, 
die je nach Tierart, GefiBbezirk variieren und beim Hund besonders 
starke individuelle Schwankungen aufweisen. 

Im Hundeblut betrigt der Ammoniakstickstoffgehalt des 
arteriellen Blutes einige Hundertstel Milligramm in 100 ccm Blut; 
im vendsen Blut ist der Gehalt hdher als im arteriellen. 

Die Ammoniakbildung im Hundeblut erfolgt sehr langsam, und 
zwar ist in diesem Vorgang eine Ammoniakbildung zu unterscheiden, 
die bei 39° in 3 bis 4 Stunden abliuft und wahrscheinlich den 
physiologischen Vorgang darstellt, wihrend spiter eine weitere 
Ammoniakbildung einsetzt, die vielleicht autolytischen Charakter hat. 


‘ 











Physikalisch-chemische 
Untersuchungen iiber die Isohimagglutination. 


I. Mitteilung: 
Die Bedeutung der Elektrolyte bei der Isohimagglutination. 


Von 
P. Rona und H. A. Krebs. 


(Aus der chemischen Abteilung des Pathologischen Institutes 
der Universitat Berlin). 


(Eingegangen am 29. Dezember 1925.) 


Bordets Untersuchungen haben gelehrt, daB bei den Agglutinations- 
vorgingen Elektrolyte eine hervorragende Rolle spielen'). Borde 
beobachtete, daB die Bakterienagglutination ausbleibt, wenn man 
die Bakterien mit dem Agglutinin im elektrolytfreien Medium zu- 
sammenbringt. Erst ein Zusatz von Salzen bewirkt die Agglutination. 
So kam Bordet zu der Vorstellung, daB das, was agglutiniert, das Salz 
sei; die Funktion des Agglutinins bestehe darin, daB es die Bakterien 


derart verindere, daB sie durch Salze agglutiniert werden kénnen. 
Nach Rona und Gyérgy*) sind bei der Ricinagglutination der roten 
Blutkérperchen die Verhiltnisse ganz analog. Auch hier kommt die 
Agglutination nur bei Anwesenheit von Salzen zustande. 

Wir stellten uns die Aufgabe, die Erscheinung der Isoagglutination 
der roten Blutkérperchen von physikochemischen Gesichtspunkten 
aus zu studieren. Bisher liegen iiber die physikalische Chemie der 
Isoagglutination nur ganz vereinzelte Angaben in der Literatur vor*). 

Im Hinblick auf die oben erwihnten Tatschen lag es nahe, zunichst 
die Bedeutung der Elektrolyte bei der Isohimagglutination genauer 
zu untersuchen. 

Unter ,,Isohimagglutination’“ versteht man die Tatsache, dab 
die Sera mancher Menschen die roten Blutkérperchen anderer Menschen 
zu agglutinieren vermégen. 

Die biologischen GesetzmaBigkeiten der Isohimagglutination sind 


insbesondere durch die Arbeiten von Landsteiner, Jansky, Moss, von Dungern, 
Hirszfeld, Bernstein und Lattes aufgedeckt worden‘). Nach v. Dungern 


1) Bordet, Ann. d. l’Inst. Pasteur 13, 225, 1899. 

*) Rona und Gyérgy, diese Zeitschr. 105, 120, 1920. 

8) Siehe besonders F. Schiitz und E. Wéhlisch, Klin. Wochenschr. 1924, 
S. 1614; L. Lattes, Himatologica 2, 401, 1921. 

*) Siehe L. Lattes, Die Individualitaét des Blutes. Berlin 1925. 
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und Hirszfeld nimmt man an, daB es zwei verschiedene agglutinable Sub- 
stanzen der Erythrocyten (,,A‘‘ und ,,B‘‘) und zwei verschiedene Serum- 
agglutinine (,,¢“‘ und ,,8‘‘) gibt. Durch die verschiedenen Kombinationen 
kommen folgende vier Blutgruppen zustande. 





Gruppe (nach || Agglutinable Substanz Agglutinin 
Jansky) || der roten Blutkérperchen des Serums 


Oo a+, 
A 3 
B a 
A+B 0 
Die Gruppenzugehérigkeit des Individuums ist eine konstitutionelle 
Eigenschaft. Sie ist das ganze Leben hindurch konstant, ist unabhangig 
von Krankheitszustanden und vererbt sich gesetzmaBig nach den Mendel- 
schen Regeln. Die Haufigkeit der einzelnen Gruppen ist bei verschiedenen 
Rassen verschieden. 


Allgemeines zur Versuchsanordnung. 


Die Agglutination wurde in Uhrglasern beobachtet. Die Erythrocyten 
wurden in etwa 5proz. Suspension dem Serum bzw. der Serumverdiinnung 
zugesetzt. Die Ablesung der Resultate erfolgte makroskopisch und mikro- 
skopisch. Es bedeutet in den Protokollen 

: mikroskopisch und makroskopisch keine Agglutination, 
nur mikroskopisch Agglutination zu erkennen, makro- 
skopisch negativ, { 

+ + makroskopisch gerade sichtbare Agglutination, 

+++  makroskopisch sehr deutlich sichtbare Agglutination, 

+-+-+-+ makroskopisch sehr starke Agglutination. 


Die Versuche wurden bei Zimmertemperatur angestellt. 


Wir legten uns bei der experimentellen Inangriffnahme unseres 
Problems zuniichst die Frage vor, ob eine Isoagglutination auch im, 
elektrolytfreien oder elektrolytarmen Milieu vor sich gehen kann. 


Es war dabei vorerst erforderlich, die Elektrolyte aus dem Serum 
méglichst volistandig zu entfernen. Wir benutzten dazu das Verfahren der 
Elektrodialyse in der Anordnung von Freundlich und Farmer Loeb'). Mit 
dieser Methode gelingt es auf relativ schonende Weise, innerhalb weniger 
Stunden ein Serum weitgehend elektrolytfrei zu machen. Uber den Grad 
der Elektrolytentfernung orientierten wir uns durch die Messung der 
spezifischen Leitfahigkeit. 

Die Euglobuline flocken bei der Entfernung der Elektrolyte aus. 
Es galt daher zunichst festzustellen, ob das gruppenspezifische Iso- 
agglutinin in dem ausfallenden Euglobulin oder in dem in elektrolytfreiem 
Wasser léslichen Serumrest enthalten ist. Wir elektrodialysierten ein 
Serum der Gruppe O bis zur Leitfahigkeit 1,4. 10-4 (22°) (d. h. etwa 98,8 Proz. 
der urspriinglich vorhandenen Ionen sind entfernt). Bei Drittelsattigung des 
in Lésung gebliebenen Serumrestes mit Ammonsulfat entstand keine Triibung. 
Das Euglobulin war demnach vollstaindig ausgefallen. py, der Lésung 6,1. 


1) H. Freundlich und L. F. Loeb, diese Zeitschr. 150, 522, 1924. 
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9 Teile des Serumrestes wurden mit | Teil 8,5proz. Kochsalzlésung ver. 
setzt, so daB die Lésung den Blutkérperchen isotonisch war. Ein orientieren. 
der Versuch ergab, daB die Lésung Blutkérperchen A noch stark aggluti. 
nierte, wihrend Blutkérperchen der Gruppe O nicht agglutiniert wurden. 
Danach ist also das gruppenspezifische Isoagglutinin in dem wasserléslichen 
Serumrest vorhanden. Wir priiften dann, ob etwa die gesamte Agglutinin. 
menge in dem Serumrest enthalten sei, indem wir den Agglutinintiter ces 
urspriinglichen Serums und den des durch die Elektrodialyse erhaltenen 
Restes vergleichend feststellten. Es wurden von beiden Filiissigkeiten 
geometrisch absteigende Verdiinnungsreihen hergestellt und jede Ver. 
diinnung mit gleichen Teilen einer 5proz. Blutkérperchensuspension ver. 
setzt. Die Resultate sind in Tabelle I wiedergegeben. 


Tabelle J. 


Agglutination von Blutkérperchen A durch ein Serum O (Vergleich ces 

Agglutiningehalts des nativen Serums und des durch Elektrodialyse vom 

Euglobulin befreiten Serums. Das native Serum enthalt mehr Agglutinin « 
als der Serumrest). 





. Seem (bzw. ; Agglutination nach . Agglutination nach 
Serumrest:) Ver: BH Minuten 60 Minuten 





iinnung ; 
(endgiltig) Nativ-Serum Serumrest Nativ-Serum Serumrest 

+++ +++ + +--+ 

nt ++(+) ++++ 

bon t ++ ++4++ 

+t +(+) +++ 

: | ef) fa ++(+) 

128 | (+) = ++(+) 


Es ergibt sich, daB der Serumrest weniger Agglutinin enthalt als das 
native Serum. 

In einer zweiten Versuchsreihe mit einem Serum der Gruppe A er- 
hielten wir ein analoges Resultat. Dieses Serum wurde so lange elektro- 
dialysiert, bis eine Leitfahigkeit von 1,37 . 10—5 (20,8°) erreicht war (d. h. daB 
99,9 Proz. der Serumelektrolyte ewtfernt waren). Der Agglutinintiter 
wurde in gleicher Weise wie oben bestimmt. Resultat siehe Tabelle II. 


Tabelle 11. 


Agglutination von Blutkérperchen B durch ein Serum der Gruppe A. 
Vergleich des Agglutiningehalts des nativen Serums und des durch Elektro- 
dialyse vom Euglobulin befreiten Serums. Das native Serum enthalt mehr 
Agglutinin £ als der Serumrest. 
—Agglutination nach glutination nach 
#3) Minuten se Minuten 





Serum: (bzw. | 





Nativ-Seru NativSerum Serumrest 


t++++ | +444 +444 
++++ +++ ++++ +++(+) 
+++(+) ++ ++++ 

+t ae tHe 

+(+) . ++ 

t t t 

_ _ t 
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Auch in diesem Versuch enthielt der Serumrest reichlich Agglutinin, 
jedoch wiederum etwas weniger als das native Serum. Es wurde daher das 
ausgefallene Euglobulin in physiologischer Kochsalzlésung, die n/150 
Natronlauge enthielt, aufgelést und die Lésung mit gleichen Teilen einer 
5proz. Erythrocytensuspension der Gruppe B versetzt. Nach 1 Stunde 
war es zu einer starken Agglutination gekommen, wabrend Blutkérperchen 
der Gruppe A nicht agglutiniert wurden. Es enthielt also auch die Euglobulin- 
fraktion noch gruppenspezifisches Isoagglutinin. 

In einem dritten Falle war der Hauptanteil des Isoagglutinins in der 
Euglobulinfraktion enthalten. Ein Serum der Gruppe A wurde bis zur 
Leitfahigkeit 1,7. 10-5 elektrodialysiert und der Agglutinationstiter des 
nativen Serums, des mit Kochsalz versetzten in Lésung gebliebenen Serum- 
restes und der in schwach alkalischer Kochsalzlésung gelésten Globulin- 
fraktion festgestellt (Tabelle IIT). Ein analoges Resultat erhielten wir in 
einem anderen Versuch mit einem Serum der Gruppe O. 


Tabelle 111. 
Agglutination von Blutkérperchen B durch ein Serum der Gruppe A. 
Vergleich des Agglutiningehalts des nativen Serums, des durch Elektro- 
dialyse vom Euglobulin befreiten Serums und der Euglobulinfraktion. 
Der Hauptanteil des Agglutinins ist in der Euglobulinfraktion enthalten. 





Ais Agglutination nach 3) Minuten Agglutination nach 60 Minuten 
(endyiiltig) Nativ-Serum Serumrest | Euglobulin NativsSerum Serumrest Euglobulin 








+tt++) H+) | +++4+ | +444 | ++ | +++ 


+++ | ttt++ | H+) | +4+4(+) 
+++ (+++(+) +++ 
++ ++4 ++(+) 
+ ++ ++ 
_ ++ +(+) 
— ~ + | + 
— — y —_ 

Aus diesen Versuchen geht hervor, daB die gruppenspezifischen 
Isoagglutinine a und £ nicht regelmaBig in der gleichen Serumfraktion 
enthalten sind. Sowohl die in elektrolytfreiem Medium léslichen Anteile 
als auch die unléslichen Euglobuline sind als Traiger der Isoagglutinine 
anzusehen. 

Die Erklarung hierfiir ist wohl darin zu suchen, daB zwischen den 
verschiedenen Serumfraktionen keine scharfen Grenzen bestehen. Es 
ist anzunehmen, daB die bei der Elektrodialyse ausfallenden Kérper 
nicht immer genau gleichartig sind. 


Die Agzglutination im elektrolytarmen Medium. 


In den folgenden Versuchen wurde zumeist der durch die Elektro- 
dialyse erhaltene Serumrest verwendet. Wir untersuchten zunichst, 
ob eine Verminderung des Elektrolytgehalts des Mediums die Iso- 
agglutination beeinfluBt. Die Versuchsanordnung war folgende: Wir 
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stellten 5proz. Blutkérperchensuspensionen her, wobei der Elektrolyt- 
gehalt der Suspensionsfliissigkeit dadurch variiert wurde, daj 
wechselnde Mengen Kochsalzlésung zu isotonischer (8 Proz.) Rohr- 
zucker- bzw. Traubenzuckerlésung (6 Proz.) hinzugefiigt wurden. 
Dabei darf man nicht unter einen Kochsalzgehalt von 7 bis 10 Millimol 
im Liter heruntergehen, da in ganz elektrolytfreiem Milieu die Blut- 
kérperchen spontan agglutinieren [Giirber'), Bang*) u. a.J. Von dem 
elektrolytarmen Serumrest wurden 9 Teile mit 1 Teil 80proz. Rohr- 
zucker- (bzw. 60proz. Traubenzuckerlésung bzw. 8,5proz. Kochsalz- 
lésung) versetzt. Es wurden gleiche Teile (je 0,25 ccm) Blutkérperchen- 
suspension und Serumrest zusammengebracht. Einen solchen Versuch 
gibt Tabelle IV wieder. 
Tabelle IV. 


Agglutination von Blutkérperchen B durch ein Serum der Gruppe A bei 
variiertem Kochsalzgehalt (Suspensionsfliissigkeit Traubenzucker 
+ Kochsalz). 





Kochsalz- . : Kochsalz- . : 
benssete. Agglutination nach — Agglutination nach 


Millimol- 
Liter 


15 Minuten 3 Minuten . 15 Minuten Minuten 





7 b++4 +++ 40 || +++ ++4+(+) 
10 ++++ ++++4 70 ++(+) ++- 
20 +++4 ++4++ 140 to $ +++ 





Der Versuch zeigt, daB bei Abnahme des Elektrolytgehalts zunachst 
die Agglutination ein wénig abgeschwiicht ist (bei Reduktion des 
Elektrolytgehalts auf etwa die Hialfte). Bei weiterer Verringerung der 
Kochsalzmenge nimmt die Agglutination sehr stark zu. 

Wiederholte Versuche dieser Art mit anderen Seren und Blut- 
kérperchen fielen stets gleichsinnig aus. 

Hiernach scheint es, daB die Rolle der Elektrolyte bei Isoagglu- 
tination nicht so wesentlich ist wie etwa bei der Ricinagglutination 
der Erythrocyten (Rona und Gyérgy) oder bei der Bakterienagglutination 
nach Bordets Untersuchungen. Denn die Blutkérperchenagglutination 
durch Isoagglutinine kommt in unseren Versuchen auch bei sehr ge- 
ringer Elektrolytmenge zustande. 

Wir verfolgten nun weiterhin die Beobachtung der Zunahme der 
Agglutination bei geringem ‘Elektrolytgehalt. Wir fragten uns, ob 
hier die Agglutination noch gruppenspezifisch ist. Es wurden in gleicher 
Anordnung wie in dem oben beschriebenen Versuch Blutkérperchen A 
mit dem dazugehérigen Serum der Gruppe A zusammengebracht. Das 
Resultat gibt Tabelle V wieder. 


1) Girber, Habilitationsschrift. Wiirzburg 1904. 
2) J. Bang, diese Zeitschr. 16, 255, 1909. 
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Tabelle V. 


Agglutination von Blutkérperchen A durch ein Serum der Gruppe A bei 
variiertem Elektrolytgehalt. 





Kochsalz« 7 . Kechesiee S28 
eames Agglutination nach Senate Agglutination nach 


15 Minuten 30 Minuten 7 15 Minuten 30 Minuten 





Millimol+ 
Liter 


7 +++ +tt+ 40 + ++ 

10 +++ +++ 70 _ — 

20 oe t+ 140 -- — 

Es ergibt sich, daB die Agglutination bei geringem Elektrolyt- 
gehalt unspezifisch ist. Das Serum agglutiniert die eigenen Blut- 
kérperchen, wenn der Kochsalzgehalt unter ein Drittel des Normal- 
wertes sinkt. 

Diese unspezifische Agglutination 14Bt sich durch nachtriaglichen 
Zusatz von geringen Mengen physiologischer Kochsalzlésung voll- 
stindig riickgingig machen; es tritt in wenigen Sekunden Deglutination 
ein. Diese Beobachtung ist vielleicht in Beziehung zu bringen zu der 
schon lange bekannten Tatsache, daB die Agglutination roter Blut- 
kérperchen in Nichtleiterlésungen (Rohrzucker, Traubenzucker) durch 
Neutralsalze gehemmt und aufgehoben wird. Auch die Flockung der 
Blutkérperchenstromata durch H’-lonen und Sublimat wird nach 
F. Haffner’) durch Neutralsalz gehemmt?). 

Die unspezifische Blutkérperagglutination im _ elektrolytarmen 
Medium wird auBer durch Neutralsalz auch durch sehr geringe Mengen 
von Natronlauge wieder riickgingig gemacht. 

In dem folgenden Versuch (Tabelle V1) haben wir festgestellt, 
bis zu welcher Verdiinnung der Serumrest die eigenen Blutkérperchen 
im elektrolytarmen Milieu (10 Millimol Kochsalz im Liter) zu agglu- 
tinieren vermag. Es zeigt sich, da8 Verdiinnungen bis 1: 1024 noch 


Tabelle VI. 


Agglutination von Blutkérperchen O durch das eigene Serum bei einem 
Kochsalzgehalt von 10 Millimol im Liter in Rohrzuckerlésung. 








Verdunnung)| : Verdunnung ; 

des Se ‘| Agglutination nach dp anmens Agglutination nach 
ites 2 a 

(endgiltig) 3) Minuten 


——e - restes 
60 Minuten (endgiiltig) 3) Minuten 60 Minuten 





:128 | 
: 256 


:4 l 
] 
1:512 
] 
1 


:8 
- 32 : 1024 
: 64 : 2048 


1) F. Haffner, Piliigers Arch. f. d. ges. Physiol. 196, 15, 1922. 
*) Beziiglich der Erklarung dieser Erscheinungen siehe Héber, Physikal. 
Chem. d. Zelle u. d. Gewebe, 5. Aufl., 8. 615f. 
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wirksam sind. Bemerkenswert ist ferner, daB (im Gegensatz zur Iso. 
agglutination) innerhalb kurzer Zeit das Maximum der Agglutination 
erreicht ist. Nach 30 Minuten ist bereits keine wesentliche Zunahme 
mehr festzustellen. 

Mit der echten ,,Autoagglutination’“ hat die von uns _ beob. 
achtete unspezifische Agglutination nichts zu tun. Charakteristisc) 
fiir die Autoagglutination ist erstens die Temperaturabhangigkeit cer 
Agglutination [sie findet nur bei tiefen Temperaturen (unter Kérper. 
temperatur) statt] und fernerhin nach Lattes eine Geldrollenbildung, «ic 
bei Verdiinnung des Serums besonders zu beobachten ist. Beide 
Kriterien treffen in unserem Falle nicht zu. Die Agglutination ist bei 
40 und 50° ebenso stark wie bei Zimmertemperatur. 

Wir haben weiterhin die Frage untersucht, ob bei der Isoagglu. 
tination spezifische Ionenwirkungen eine Rolle spielen. Wir er- 
setzten zuniachst das Kochsalz einmal durch Calciumchlorid, ferner 
durch Natriumsulfat. Die Calciumchlorid- und Natriumsulfat- 
konzentration betrug m/10 (d. i. die dem Erythrocyten isotonische 
Konzentration). 

Tabelle VII. 


Agglutination von Blutkérperchen B durch ein Serum der Gruppe A bei 
Anwesenheit vermnsedensstiqne Miaktonhyte (NaCl, OG, ite 8O,). 








Verdiinnung| , 
4 ‘Serum. | paren nach 30 Secwe in Aaguttnsticn naeh 60 | Minuten in 


(endgiiltig) || NaCl CaCl, Na,SO, | NaCl | CaCl, Nay SO, 
— = —————— —- = = — — = — —__ = a = 





2 +++ | +++ St Bett) tot 144 ++ 
:4 ++. | ++ FH(+)) ++++ +++ 
:8 ++ | ++ ++ ++ | 

+ | + H+) | H+) | 


t t 


: 64 


1 
1 
l: 
1:16 
1 
1 
1: 128 


+ 
32 + £ dy 


Tabelle VIII. 


EinfluB des Lanthans auf die Isoagglutination (Serum Gruppe O, Blut- 


kérperchen A). Die Blutkérperchensuspension, welche m/25600 Lanthan- 
nitrat enthalt, wird geringer agglutiniert als die lanthanfreien Blutkérperchen. 














s . Agglutination nach 30 Minuten — : ~ Agglutination nach 60 Minuten 


Yenciguitige |/Lantban behandelte _unbehandelte —_Lanthan_behandelte | _unbehandelte 
Blutkérperchen pnsusanan sna nena saan | Blutkérperchen 














+++(+) t | 4 ++++ 

+++ +++(+) | | ++++ 

+(+) +++(+) | + ++++ 
a | 
+4 | 


+ 
+ 
is 


lee nd 
oe oe ee ee oe oe oe 88 





gleic 
Gla 


Star 


hins 


und 
bed 


Ser 
Kor 
dre! 
Tat 


auf 
je 2 


* Iso. 
ation 
ah me 


0b. 
tisch 
; der 
rper- 
r, die 
seide 
t hei 


Physik.-chem. Untersuchungen iiber die Isohamagglutination. |. 273 


Wie aus Tabelle VII hervorgeht, ist es fiir die Isoagglutination 
gleichgiiltig, welcher Art die anwesenden Elektrolyte sind. In Kochsalz, 
Glaubersalz, Calciumchlorid geht die Agglutination in genau gleicher 
Starke vor sich. 

Als Vertreter eines dreiwertigen Kations haben wir Lanthan 
hinsichtlich seiner Beeinflussung der Isoagglutination untersucht. 
Bekanntlich vermag Lanthan (wie simtliche drei- und héherwertigen 
Kationen) in relativ sehr geringen Mengen die Blutkérperchen zu 
flocken, zu agglutinieren. Fiir unsere Versuche kam nur eine Lanthan- 
konzentration in Betracht, die nicht mehr agglutinierend wirksam 
ist. Wir stellten in einem orientierenden Versuch fest, daB eine 5proz. 
Blutkérperchensuspension von Lanthannitrat in der Konzentration 
m/12800 nach 3 Stunden schwach agglutiniert wird, wahrend m/25600 
nicht agglutiniert. Wir benutzten daher fiir den Lanthanversuch eine 
5proz. Erythrocytensuspension (Gruppe A), die m/25600 Lanthan- 
nitrat enthielt, und untersuchten vergleichend den Agglutinintiter dieser 
und einer lanthanfreien Suspension (Tabelle VIII). 

Die Tabelle lehrt, daB Lanthan unter den gewiahlten Versuchs- 
bedingungen die Agglutinierbarkeit der Blutkérperchen vermindert. 

Die agglutinable Substanz der roten Blutkérperchen (oder das 
Serumagglutinin) scheint durch Lanthan also schon in sehr geringen 
Konzentrationen zum Teil zerstért zu werden. Da Lanthan (wie alle 
dreiwertigen Kationen) ein starkes Eiweibfallungsmittel ist, so ist diese 
Tatsache wohl verstandlich. 

Eingehender haben wir den Einflu8 der H-lonenkonzentration 
auf die Isoagglutination untersucht. Wir verfuhren in der Weise, daB 
je 2 cem eines Serums der Gruppe O mit 0,5 und 1 cem isotonischer (n/7) 
Natronlauge und Salzsiure versetzt und mit physiologischer Kochsalz- 
lésung auf 4ccm aufgefiillt wurden. Diese Serumverdiinnungen ver- 
schiedener H’-Ionenkonzentration wurden mit gleichen Teilen 5proz. 
Blutkérperchensuspension (Gruppe A) versetzt. Die Messung des p,, 
erfolgte elektrometrisch in der U-Elektrode. Die endgiiltige Serum- 
verdiinnung betrug hier 1:4. Wir untersuchten au8erdem in gleicher 
Weise die Agglutination bei der Serumverdiinnung 1: 16. Im sauren 
Gebiet (p,, 4,3 und 5,8) war das Serum triibe, infolge der Fallung der 
Euglobuline. Die Resultate siehe Tabelle IX und X. 


Tabelle 1X. FinfluB8 der H-Ionenkonzentration auf die Isoagglutination. 
Serum GruppeO. Blutkérperchen A. Serumverdiinnung | : 16. 





Agglutination nach Agglutination nach 
\ cichiainieatae cent nS ) : 
® Minuten 60 Minuten Pu Minuten 6) Minuten 


+(+) ++ 9,6 ++ +++ 
toe +++ 10,6 +(+) +(+) 
++ +++ 
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Tabelle X. 


EinfluB der H-Ionenkonzentration auf die Isoagglutination. Serum 
Gruppe O. Blutkérperchen A. Serumverdiinnung |: 4. 





" Agglutination nach 


"30 Minuten 60 Minuten f 120 Minuten 


ee: +++ ++ teilw. Haimolyse 
+++ +++ os 
tate +++++ +H bty 
+4+++ tot $et44 
++4(+) ++++ +444 

Die Isoagglutination ist nach diesen Versuchen sehr weitgehend 
unabhangig von der H-lonenkonzentration des Mediums. Bei p,, 7,5 
und p,, 9,6 ist iiberhaupt kein Unterschied in der Stirke der Agglu- 
tination festzustellen. Eine starke Zunahme der [H*] (p, 5,8 und 4,3) 
schwiicht die Agglutination ein wenig ab. Als Ursache fiir diese Tat- 
sache kommen hauptsichlich zwei Faktoren in Betracht. Erstens 
werden in diesem py-Bereich die Serumagglutinine, soweit sie 
der Euglobulinfraktion angehéren, ausgeflockt oder wenigstens in 
ihrer Dispersitit vergrébert und dadurch unwirksamer gemacht. 
Zweitens werden auch die Blutkérperchen durch Siure stark verindert. 
Nach Haffner") tritt bei einem p,, kleiner als 4,5 regelmaiBig Hamolyse 
ein. Es ist demnach sehr wohl méglich, daB durch die Siure der Vor- 
gang der Isoagglutination selbst nicht beeinfluBt wird, daB vielmehr die 
Abschwichung der Agglutination auf sekundire Momente zuriick- 
zufiihren ist. 

Auch bei stirker alkalischer Reaktion ist die Agglutination etwas 
schwacher. Dies kommt am deutlichsten bei starker Serumverdiinnung 
zum Ausdruck®). 

Es ist auch in diesem Falle denkbar, daB die Abschwichung durch 
sekundire Faktoren bewerkstelligt wird. Héhere Alkaligrade kénnen 
ebenfalls die SerumeiweiBkérper oder auch die Blutkérperchensubstanz 
verandern; héhere Alkalikonzentrationen hiamolysieren bekanntlich. 


Zusammenfassung der Ergebnisse. 

1. Die bei der Elektrodialyse erhaltenen Serumfraktionen 
(Euglobulinfraktion und der in elektrolytfreien Medium lésliche Rest) 
enthalten beide die gruppenspezifischen Isoagglutinine. Der Haupt- 
anteil der Agglutinine ist in einigen Fallen im ,,Serumrest“, in anderen 
jedoch in der Euglobulinfraktion vorhanden. 


1) F. Haffner, Pfliigers Arch. f. d. ges. Physiol. 196, 15, 1922. 
*) Ahnliche Befunde erhoben Michaelis und Davidsohn bei der Bakterien- 
agglutination durch spezifische Agglutinine (diese Zeitschr. 47, 59, 1912.). 
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2. Durch Verminderung des Elektrolytgehalts des Mediums 
(und Ersatz der Elektrolyte durch Rohrzucker oder Traubenzucker 
zur Aufrechterhaltung der Isotonie) wird zunichst die Agglutination 
unbedeutend abgeschwacht. Beim Absinken der Elektrolytkonzentration 
auf etwa unter ein Drittel des Normalwertes nimmt die Agglutination 
stark zu. Jedoch ist die Agglutination der Blutkérperchen durch Serum 
bei geringem Elektrolytgehalt unspezifisch; sie ist reversibel durch 
Elektrolytzusatz. 

3. Vollstandiger Ersatz des Kochsalzes durch Glaubersalz oder 
Caleiumchlorid in isotonischen Konzentrationen ist ohne EinfluB auf 
die Isoagglutination. 

4. Lanthan schwicht in sehr geringen Konzentrationen (in denen 
es allein nicht zu agglutinieren vermag) die Isoagglutination etwas ab. 

5. Die Isoagglutination ist von der H-lonenkonzentration des 
Mediums weitgehend unabhingig. Im sauren Gebiet wird die Agglu- 
tination erst bei den H-Ionenkonzentrationen beeinfluBt, wo bereits 
grobe, sichtbare Schidigungen der Serumbestandteile (Flockung) 
und der Blutkérperchen (Himolyse) auftreten. Im stirker alkalischen 
Gebiet (p,, 10,6) ist die Agglutination etwas abgeschwicht. 


Anhangsweise seien einige Versuche mitgeteilt, die den, Einflub 
von Fremdsubstanzen, von oberflichenaktiven Verbindungen, von 
Alkaloiden auf die Isoagglutination zu priifen zur Aufgabe hatten. 
Diese Untersuchungen werden noch fortgesetzt. 


Versuche mit Urethanen. 


‘Methyl-, Athyl-° und Isopropylurethan wurden in m/5 Lésung ver- 
wendet. Héhere Konzentrationen sind infolge der Hypertonie der Lésung 
ungeeignet. Isobutyl- und Isoamylurethan wurden in gesattigter Lésung 
in 0,85proz. Kochsalzlésung beniitzt. Je 0,25cem der Urethanlésung 
kamen zusammen mit je 0,25cem unverdiinnten Serums der Gruppe A 
und je 0,25cem 5proz. Erythrocytensuspension der Gruppe B. In Kon- 
trollen befand sich an Stelle der Urethanlésung 0,25 ccm physiologischer 
Kochsalzlésung. 

In allen Versuchen war die Agglutination nach 1 Stunde bei Anwesenheit 
von Urethanen genau so stark wie in den urethanfreien Kontrollen. 

Ein weiterer Versuch mit einem Serum der Gruppe B und Erythrocyten 
verlief im gleichen Sinne. 

Ebenso waren auch geringere Urethankonzentrationen ohne Einflu8 
auf die Tsoagglutination. 


Versuche mit Chinin. 


In dem folgenden Versuch wurde Chininum hydrochloricum (in 
physiologischer Kochsalzlésung gelést) in absteigenden Konzentrationen 
(je 0,25 ccm) einem agglutinierendem System (Serum der Gruppe A, zu 
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gleichen Teilen verdiinnt mit physiologischer Kochsalzlésung je 0,25 
+ Erythrocyten der Gruppe B in 5proz. Suspension in physiologischer 
Kochsalzlésung je 0,25) hinzugefiigt. 





Endgultige Agglutination nach 
Chininkonzentration in. 60 Min. 





1; 1200 oo + + geringe Hamolyse 
1: 2400 fo hohe oh 
1: 4800 t+t+ ++++ 
1: 9600 \ ++ ++++ 
1: 19 200 | tt+++ ++++ 


Es ergibt sich aus dem Versuch, da8 Chinin erst in den Konzentrationen 
einen EinfluB auf die Isoagglutination ausiibt, wo es himolytisch wirkt, 
also grobe Alterationen der roten Blutkérperchen herbeifiihrt. 

Bemerkenswert ist der folgende Versuch, in dem absteigende Serum- 
mengen mit gleichen Erythrocyten- und Chininmengen zusammengebracht 
wurden. Die Chininkonzentration war 1: 1200. Das Serum gehdérte der 
Gruppe A, die Blutkérperchen der Gruppe B an. 





Endgiiltige vikk Agglutination nach 
Serumkonzentration 30 Min. ] © Min. 





1: 3 ++-+ keine Hiamolyse +++ keine Himolyse 
1: 6 partielle vollstandige 

1:12 vollstandige ” 

1:24 - i 

1:48 = e 


Der Versuch zeigt, daS Serum die Hamolyse durch Chinin aufhebt. 
Es handelt sich offensichtlich um eine Analogie zu der von Ransom‘) 
entdeckten Tatsache, da®B die Saponinhimolyse durch Cholesterin ge- 
hemmt wird. 


Zusammenfassend J4Bt sich iiber die Chininversuche sagen: 


Chininum hydrochloricum wirkt in hohen Konzentrationen himolytisch. 
In geringeren Konzentrationen, die nicht hamolysieren, ist es ohne Einflub 
auf die Isoagglutination. Die Chininhamolyse wird durch Blutserum ge- 
hemmt. 


Versuch mit Eucupin {lsoamylhydrocuprein). 


Eucupinum bihydrochloricum wurde in der gleichen Anordnung wie 
Chinin untersucht. 





Endgultige Agglutination nach 
Eucupinkonzentration 60 Min. 


Hamolyse 


+++ 
++t+ 
++4+4 


1) Ransom, Deutsch. med. Wochenschr. 1901, 5S. 194. 


1 
1 : ” 
+ +++ 
Ls 

1 
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Das Resultat des Versuchs entspricht etwa dem Chininversuch: in 
den hohen Konzentrationen (1: 600 und 1: 1200) hamolysiert Eucupin, 
in geringeren Konzentrationen (unter 1 : 9600) ist es ganz ohne EinfluB 
aut die Isoagglutination. In den dazwischen liegenden mittleren Kon- 
zentrationen scheint es die Agglutination leicht zu hemmen. 


Versuche mit Vucin (Isooctylhydrocuprein). 
Versuchsanordnung ebenso wie in den vorhergehenden Versuchen. 
Das Serum gehérte der Gruppe O an und war 1:3 verdiinnt; Erythro- 
cyten Gruppe B. 





Endgultige aes . = Agglutination nach 
Vucinkonzentratior 1 Std. : 


2 Stdn. 
3 600 fast vollstandige Hamolyse vollstandige Hamolyse 
: 7200 fay +++ teilweise " 
: 14 400 +++ +++ 
: 28 800 ++ = as 
: 57 600 +++ +++ 


Der Versuch ergibt, da8 Vucin in hohen Konzentrationen (1 : 3600, 
1: 7200) haimolysiert und in den geringeren die Agglutination tiberhaupt 
nicht beeinfluBt. 


Versuche mit Optochin (Athylhydrocuprein). 


Anordnung wie in den vorhergehenden Versuchen. Serum A, 
g 


Erythrocyten B. 





Endgiiltige Agglutination nach 


Optochinkonzentration 30 Min. 60 Min. 


1: 600 — + 

1: 1200 + +44 +++4 
1 : 2400 Ravdiech. ah 1 ohn ah oh 
1 ; 4800 ++++ ++++ 
1 : 9600 pint. of 4 +44. 


Der Versuch zeigt, da8 Optochin in einer Konzentration 1: 600 die 
Agglutination fast ganz aufhebt, ohne — innerhalb der Beobachtungszeit - 
zu hamolysieren. Bei 1: 1200 ist noch eine geringe Hemmung bemerkbar. 
Niedrigere Konzentrationen sind unwirksam. 

Damit ist zunichst eine Substanz gefunden, die, ohne sichtliche 
Schaidigungen der Erythrocyten herbeizufiihren, die Agglutination itiber- 
haupt beeinfluBt. Optochin schien demnach geeignet, die Frage zu verfolgen, 
ob etwa die Agglutination der Blutkérperchen A in anderer Weise beein- 
fluBbar ware als die Agglutination der Blutkérperchen B. 

In dieser Richtung haben wir eine gréBere Anzahl Versuche angestellt. 

Zunachst wurden eine Reihe verschiedener Sera in folgender Anordnung 
untersucht: Das Serum wurde mit physiologischer Kochsalzlésung auf das 
dreifache Volumen verdiinnt. Von der Serumverdiinnung wurden 0,25 cem 
nut gleichen Teilen einer 0,5proz. Lésung von Optochinum hydrochloricum 
in physiologischer Kochsalzlésung versetzt. Dazu kamen 0,25 ccm einer 


Biochemische Zeitschrift Band 169. 19 
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etwa 5proz. Erythrocytensuspension. In den parallel gehenden Kontro)|- 
versuchen befand sich an Stelle der Optochinlésung die entsprechene 
Menge physiologischer Kochsalzlésung. Die Resultate sind tabellaris«}; 
zusammengestellt. 

Aus der Tabelle la ergibt sich, daB der EinfluB des Optochins unter 
den gewahlten Versuchsbedingungen auf die verschiedenen Sera nicht 
gleichartig ist. In einigen Fallen ist iiberhaupt kein Einflu8 oder nur ein 
sehr geringer zu konstatieren (Nr. 21, 10, 13, 14). In der Mehrzahl der Fille 
ist eine Hemmung zu beobachten. Die BeeinfluBbarkeit der Agglutination 
durch Optochin weist keine gesetzmaéBigen Beziehungen zu der Blutgruppen- 
zugehérigkeit auf, wenn auch gewisse Unterschiede in dem Verhalten de: 
einzelney Gruppen dem Optochin gegeniiber angedeutet sind. Weitere. 
umfangreichere Untersuchungen miissen die endgiiltige Klarung bringen. 


Tabelle Ia. 


Hemmung der Isoagglutination durch Optochin. 





; Serum Erythrocyten Agglutination 


Name | Gruppe Gruppe obne Optochin mit Optochin 


Z 


B + + 
B deel tp 
B oho}. of. 
B +++ 
B ++++ 
B 4-4-4 
B $+ 
B oe 
B Trt +t 
A +++ 
A ++4 
+++ 
+ ++ 
af. 
T+} 
++ ++ 


+444 


1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 


eee 


Ja, 
Gr. 
Gr. 
Ja. 
Ri. 


+++ 
+++ 
+++ 


eccooocooooooon 


Weitere Versuche zielten darauf hin, festzustellen, ob sich etwa 
unter anderen Versuchsbedingungen Zusammenhiange zwischen Gruppen- 
zugehérigkeit und Optochinhemmung auffinden lieBen. 

In den folgenden Versuchen wurde das Serum mit Optochinlésung 
versetzt und der Agglutiningehalt des reinen und des optochinhaltigen 
Serums bestimmt, indem diejenige Serumverdiinnung festgestellt wurde. 
die nach einer bestimmten Zeit nicht mehr agglutinierte. 

Einige Versuche dieser Art seien hier wiedergegeben. 

Tabelle Ila zeigt einen Versuch, in dem die Agglutination der Blut- 
kérperchen B wesentlich starker gehemmt wird als die Agglutination der 
Blutkérperchen A. Wahrend das Serum urspriinglich die Erythrocyten A 
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und B etwa gleich stark agglutiniert, werden nach Optochinzusatz zum 
Serum die Blutkérperchen B kaum noch agglutiniert, die Blutkérperchen A 
dagegen nur wenig schwacher als vorber. 


Tabelle Il a. 
Beeinflussung der Agglutination durch Optochin. 


Serum der Gruppe O. Das Agglutinin # wird starker gehemmt als das 
Agglutinin a. 





Agglutination von Blutkorperchen Agglutination von Blutkérperchen 
Serum: der Gruppe A der Gruppe B 


verdunnung ——_— — - 
(endgultig) Serum 2 pret ~ Sesum 2 beg 5 . 


: + “hi 
ohne Optochin | Optochin 1 Proz. hE Optochin = peochin 1 Proz 





= 


Diese Verhaltnisse fanden sich jedoch nicht regelmaéBig. Tabelle Ila 
gibt einen Versuch wieder, in dem Hemmung der Agglutination durch 
Optochin in beiden Fallen etwa gleichartig ist. 


Tabelle IIIa. 
Beeinflussung der Agglutination durch Optochin. 
Ein Serum der Gruppe O ist mit verschiedenen Mengen Optochin versetzt 
und jeweils der Agglutinintiter festgestellt. Das Agglutinin a wird in etwa 
gleicher Weise wie das Agglutinin £ durch Optochin gehemmt. 


Agglutination von Blutkérperchen A Agglutination von Blutkorperchen B 





: a 1 Teil Serum 1 Teil Serum 1 Teil Serum 1 Teil Serum 

= aeaitio’ Serum ohne + 1 Teil + 3 Teile Serum ohne + 1 Teil + 3 Teile 

(endgultig) —" Optochin Optochin Optochin Optochin Optochin Optechia 
0,5 Proz 0,5 Proz. 0.5 Proz. 0,5 Proz. 


+++ Se 4. + 
++++ +++) 
+++ +++ 


++ 


Es stellte sich sogar heraus, daB die Agglutination verschiedener 
Erythrocyten der gleichen Gruppe durch Optochin in verschiedener Weise 
beeinfluBt werden kann. Einen solchen Versuch gibt Tabelle [Va wieder. 
Es diirfte dies erklirlich sein im Hinblick auf die bekannte Tatsache, dab 
iiberhaupt der Grad der Agglutinierbarkeit der verschiedenen Erythrocyten 
der gleichen Blutgruppe erheblich schwankt. 

19* 
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Die angefiihrten Versuche, insbesondere der letzte, machen es se}ir 
unwahrscheinlich, daB sich durch die Optochinhemmung die Agglutinat io, 
der Blutkérperchen A von der Agglutination der Blutkérperchen B diffe. 
renzieren laBt. 


Tabelle IV a. 
Beeinflussung der Agglutination durch Optochin. 


Serum der Gruppe O. Die verschiedenen Erythrocyten der Gruppe A 
werden ungleichmaBig durch Optochin beeinfluBt. Die schlechter agglutinier- 
baren (Pat. Ha.) werden starker beeinfluSt. 





Agglutination von 1] Agglutination von 
Blutkérperchen A (Pat. St.) Blutkérperchen A (Pat. Ha.) 
Serums = -——— —— ee T 
verdiinnun 1 Teil Serum | 1 Teil Serum 1 Teil Serum | 1 Teil Serum 
(endgiiltig) Serum ohne + 1 Teil + 1 Teil Serum ohne +1Teil | 
Optochin tochin Optochin Optochin Optochin | 
0,5 Proz. Proz. | 0,5 Proz. 





4 bh ae aes + ++ 4+ +. + - «} t +4 +(+) 
BS 4++++ | +4+4+4+/) +44 | +44 ++ 

16 |} +++4+(4+) +++ ofa afe er -}- 

32 / ++ eee 4 

> y 


: 64 | oa 
:128 =| — 


Zusammenfassend 14Bt sich iiber die Optochinversuche sagen: 
Optochin hemmt in hohen Konzentrationen die Isoagglutination. 


Unterschiede in der Hemmung bei den verschiedenen Blutgruppen 
lieBen sich nicht sicher feststellen. 
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Uber den EinfluG der Wasserstoffionenkonzentration 
auf die antiseptische Wirkung einiger Phenole 
und aromatischer Sauren. 


Von 
T. Kuroda. 
(Aus dem pharmakologischen Institut der Universitat Berlin.) 


(Eingegangen am 29. Dezember 1925.) 


DaB Sauren die antiseptische Wirkung der Phenole erhéhen, ist 
von verschiedenen Forschern gefunden worden!). Uber den EinfluB 
von Alkali auf Phenole findet man in der Literatur die Angabe*), daB 
Alkali die antiseptische Wirkung der Phenole aufhebt, was mit dem 
Befund von Robert Koch*) tibereinstimmt, daB Phenolnatrium eine 
sehr schwache antiseptische Wirkung zeigt. Bei diesen Versuchen ist 
eine genaue Messung der Wasserstoffionenkonzentration nicht vor- 
genommen worden. Man hat Laugen im UberschuB zugesetzt, so daB 
in der Lésung kein freies Phenol mehr vorhanden war, sondern Phenol- 
alkali neben Alkali. Weiter ist darauf hinzuweisen, daB diese Lésungen 
nicht gepuffert waren, so da durch Verunreinigungen eine Ver- 
schiebung der Wasserstoffionenkonzentration médglich war. 

Es schien uns von Interesse, die im Titel genannten Beziehungen 
etwas naher zu studieren und sowohl das alkalische als auch das saure 
Gebiet zu betiicksichtigen. Es ist ja bekannt, daB Desinfektions- 
versuche des einen Autors mit Versuchen eines anderen niemals zu 
vergleichen sind, weil bei derartigen Versuchen die Innehaltung der 
Versuchsbedingungen kaum méglich ist, schon wegen der verschiedenen 
Widerstandsfahigkeit der verwendeten Mikroorganismen. Es mui 
also verlangt werden, daB unter den gleichen Bedingungen mit den 
gleichen Mikroorganismen sowohl das saure als auch das alkalische 
Gebiet untersucht wird. Auf Veranlassung von Prof. Joachimoglu 
habe ich mich dieser Aufgabe unterzogen. 


') Vgl. Hailer, Die Desinfektion. Weyls Handb. d. Hyg. 2. Aufl. 8, 1109. 
*) Frei, Zeitschr. f. Hyg. 75, 451, 1913. 
3) Zitiert nach Frei. 
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Zu den Versuchen verwendeten wir Bacterium coli und Bacillus 
prodigiosus. Es wurden sowohl Abtétungsversuche als auch Versuche 
zur Feststellung der Entwicklungshemmung ausgefiihrt. 

Die Prodigiosusbazillen wurden auf Glasperlen in einem Exsikkator 
mit Chlorealcium bei Zimmertemperatur getrocknet. Die Trocknung 
bei 37° schadigt die Bakterien. Die mit Bakterien behafteten Glas. 
perlen wurden in die zu untersuchende Lésung gebracht, nach ver. 
schiedenen Zeiten herausgenommen, in sterilem Wasser zweima! ab). 
gespiilt und dann in fliissigen Agar von 40 bis 42° gebracht. Damit 
wurden Platten gegossen. Zur Herstellung einer bestimmten Wasser. 
stoffionenkonzentration benutzten wir Pufferlésungen nach Sdérensen'). 
Wir begniigten uns dabei nicht mit der berechneten Wasserstoffionen. 
konzentration, sondern haben dies mit der kolorimetrischen Methode 
von L. Michaelis) kontrolliert. 

In der Tabelle I geben wir einen Versuch mit Carbolsiure bei einer 
Konzentration von 1: 350 wieder. Wir sehen aus dem Versuch, dai 
im sauren Gebiet kein Wachstum stattgefunden hat, wahrend im 
alkalischen py, 7,8 bis 10,1 eine Abnahme der Desinfektionswirkung 
zu beobachten ist. Dasselbe ergibt ein Versuch bei einer Konzentration 
von Carbolsaure 1 : 216. 

Tabelle I. 
Carbolséure (1: 350). 22°. 





| Carbol- Einwirkungsdauer in 
m/10 m/10 Dest. 8 
| HCl | NaOH H,O | (1-50) Pu | " Minuten 


ccm com ecm 


2.0 1, 
2.0 2, 
2.0 3.5 
2.0 44 
2.0 5,0 
2.0 63 
2,0 7.8 to wenig 
2.0 8,9 + weng — 
20 101 wenig 3 Kol. — 
20 123 — — - 
10,0 2,0 a es wile — 


Ceo fr Wh — 


Tabelle II gibt einen Versuch mit o-Kresol bei einer Konzentration 
von 1: 600 wieder. Im wesentlichen stimmt das Versuchsergebnis mit 
den Ergebnissen der Carbolsiureversuche iiberein. Auch hier sehen 
wir, daB in der Nahe des Neutralpunktes und namentlich im schwach 
alkalischen eine Abnahme der antiseptischen Wirkung zu beobachten ist. 


1) Vgl. diese Zeitschr. 21, 131, 1909. 
*) Val. Houben, Handb. d. org. Methoden 1, 1013. 
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Tabelle Il. 
o-Kresol (1: 600). 22°. 





aie m/10 m/10 Dest. \o+Kresol| Finwirkungsdaver in 
‘boll Citrat 1 NaOH H,O |(1:100)) Pay 


Minuten 


ccm ccm ; com com | com » 00 120 


20 2.0 14 — 
3,33 2.0 2.27 — 
4,75 2.0 —_— 
7,0 , 2.0 — 
95 f 2.0 2 Kol. 
55 2.0 wenig | Kol, wenig 
99 — 2,0 + 
9,0 ome 2.0 + 
6,0 — — , 2.0 t 5 Kol, 
— | 40 2.0 , — 
sa at 20 ae 


Pid 


Bll iil 


Pld 


—OS DM+1]D 0 to toe 
3 

1118+ 
R 


Die Versuche der Tabellen III, IV und V mit p- und m-Kresol 
entsprechen vollkommen dem eben Gesagten. 

Weiter haben wir das o-Chlorphenol untersucht, vgl. Tabelle V1. 
Wir wollen darauf hinweisen, daB auch ein Uberschu8 von Hydroxyl- 
ionen eine Verstirkung der antiseptischen Wirkung der Phenole bedingt, 
was die Tabelle VI besonders deutlich zeigt. Im iibrigen haben wir 
auch hier das gleiche Resultat wie bei den anderen Phenolen. 

Die Tabellen VII und VIII geben Versuche mit m- bzw. p-Chlor- 
phenol, Tabellen IX und X die Versuche mit Thymol wieder. Die 
Versuche mit Colibazillen haben die gleichen Resultate ergeben. Von 
einer Wiedergabe der Tabellen sehen wir ab. 

Weiter haben wir unsere Ergebnisse mit Hefe kontrolliert. Wir 
benutzten Buchnersche Girkélbchen?). Die entwickelte Kohlensiure 
wurde durch Wigung ermittelt. Die Girung ging bei einer Temperatur 
von 18° vor sich. Die gewiinschte Wasserstoffionenkonzentration haben 
wir mit Hilfe der oben erwihnten Pufferlésungen hergestellt. Es ist 
klar, daB wahrend der Garung eine Verschiebung der Wasserstoffionen- 
konzentration stattfindet. Wir haben zu Beginn des Versuchs und 
nach 22 Stunden eine Messung auf elektrometrischem Wege vor- 
genommen. Die Zahlen sind in der Tabelle XI enthalten. Die Tabelle 
zeigt uns, daB bei py 0,85 (Wert zu Beginn des Versuchs) eine starke 
Hemmung der CO,-Produktion zu beobachten ist. Bei py, 6,82 (Ver- 
such 2) ist die CO,-Entwicklung stirker als in den Kontrollen mit 
bzw. ohne Carbolsiure (Versuche 4 und 5). Bei py 11,6 sehen wir eine 
deutliche antiseptische Wirkung, wie in den Bakterienversuchen. 


1) Vgl. Joachimoglu, diese Zeitschr. 180, 240, 1922. 
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200 T. Kuroda: 


Von aromatischen Sauren haben wir Benzoesiure und Salicylsiur: 
gepriift. Vgl. Tabelle XII und XIII. Bei saurer Reaktion ist die anti- 
septische Wirkung der Siuren sehr deutlich, wihrend um die neutrale 
Zone eine antiseptische Wirkung kaum festzustellen ist. 

Es fragt sich nun, ob bei den geschilderten Versuchen es sich um 
eine direkte Wirkung der H-lonen bzw. OH-Ionen handelt oder ob 
diese lIonen physikalische Konstanten, wie z. B. den Teilungs. 
koeffizienten zwischen Lipoiden und Wasser andert und indirekt dic 
antiseptische Wirkung beeinfluBt. Zur Priifung dieser Frage haben 
wir den Teilungskoeffizienten des Phenols zwischen Olivenél und 
Wasser bei verschiedener H-lonenkonzentration bestimmt. Die Be- 
stimmung wurde in der Weise ausgefiihrt, da8 wir 50 ccm einer 0,5 proz 
wiasserigen Carbolsiurelésung mit 50 ccm reinen Olivené!s 16 Stunden 
lang im Schiittelapparat bei 18° schiittelten. Nachdem sich die dlige 
Schicht von der wisserigen geschieden hatte, wurde die wisserige vor- 
sichtig abpipettiert und zentrifugiert und durch ein gehirtetes Filter 
filtriert. In 10 ccm des Filtrats wurden nach der Methode von Beckurts 
und Koppeschaar') und gravimetrisch durch Fallung mit Bromwasser 
die Carbolsiure bestimmt und der Prozentgehalt berechnet. Die Zahlen 
finden sich in Tabelle XIV. Die Analysenresultate der Phenol- 
bestimmung durch Titration nach Beckurts und Koppeschaar bzw. nach 
dem gravimetrischen Verfahren stimmen gut iiberein. 

Eine Bestimmung des_ Teilungskoeffizienten bei alkalischer 
Reaktion war nicht méglich, weil durch Verseifung eine Klarung und 
Trennung der wasserigen von der éligen Schicht nicht méglich war. 
Wir kénnen also nur die Zahlen vergleichen, die bei saurer Reaktion 
und neutraler Reaktion gewonner sind. Bei neutraler Reaktion betrigt 
der Teilungskoeffizient 7,2. Dieser Wert stimmt mit einem friiher 
von H. Fiihner®) ermittelten iiberein. 

Bei saurer Reaktion ist der Teilungskoeffizient etwas héher. Er 
betrigt 8,09. Auch in anderen Versuchen, die wir hier nicht wieder- 
geben, fanden wir immer, da bei saurer Reaktion unter sonst gleichen 
Bedingungen der Teilungskoeffizient in der sauren Lésung hoher ist 
als in der neutralen. Es scheint demnach, da8 die starke Wirksamkeit 
des Phenols bei saurer Reaktion durch den héheren Teilungs- 
koeffizienten zum Teil wenigstens erklirt werden kann. Daneben 
spielen wabrscheinlich noch andere Faktoren, Dissoziation der Carbol- 
siure, direkte Wirkung der H- bzw. OH-Ionen eine Rolle. 

Anderungen der Oberflichenspannung durch die saure Reaktion 
kommen nicht in Betracht. Die Messung der Tropfenzahl im Stalagmo- 
meter ergab im Versuch 1 und 3 der Tabelle XIV keinen Unterschied. 


1) Zitiert nach W. Autenrieth, Die Auffindung der Gifte 8S. 46, 1923. 
®) H. Fiithner, Arch. f. exper. Pathol. u. Pharm. 75, 66, 1914. 
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Zusammenfassung. 

1. Es wurde die antiseptische Wirkung der Carbolsiure, der 
drei isomeren Kresole, der drei isomeren Chlorphenole, des Thymols, 
der Benzoesiure und Salicylsiure bei verschiedenen H-lonenkonzen- 
trationen untersucht. 

2. Die Versuche wurden mit Prodigiosus-, Colibazillen und Hefe 
ausgefiihrt. Die gewiinschte H-Ionenkonzentration wurde mit Hilfe 
von Pufferlésungen nach Sérensen hergestellt. 

3. Bei saurer Reaktion war die Wirkung der Phenole und auch 
der aromatischen Sauren am starksten, um den neutralen Punkt herum 
am schwachsten. Bei stark alkalischer Reaktion war eine antiseptische 
Wirkung nachweisbar. 

4. Bei saurer Reaktion ist der Teilungskoeffizient der Carbolsaiure 
zwischen Olivenél und Wasser gréBer als bei neutraler Reaktion. 
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Resorptionsversuche am isolierten, iiberlebenden Darm. 


I. Mitteilung: 
Methodik. 


Von 


Fritz Lasch. 


(Aus der biologischen Abteilung des Pharmakognostischen Instituts der 
Wiener Universitat.) 


(Eingegangen am 30. Dezember 1925.) 


Mit 2 Abbildungen im Text. 


Die Technik der Resorptionsversuche von Organen in situ ist 
heute wohl allgemein bekannt. Sie besteht am Darm prinzipiell in 
der Isolierung einer Darmschlinge bei erhaltenem Mesenterium und 
Einfiihren einer verschlieSbaren Kaniile durch die Bauchwand in die 
Darmschlinge. Durch die Kaniile kénnen die zu untersuchenden 
Lésungen eingefiillt werden. Eine Versuchsanordnung, bei der die 
Resorption von der Schleimhaut des isolierten, tiberlebenden Darms 
aus verfolgt werden kann, habe ich in der mir zugiinglichen Literatur 
nirgends finden kénnen. Ich habe nun versucht, eine solche Methode 
auszuarbeiten, bei der es méglich ist, das Verhalten von chemischen 
Substanzen in der Innenfliissigkeit des isolierten, tiberlebenden Darms 
quantitativ zu verfolgen und eventuell den LEinfluB resorptions- 
férdernder oder -hemmender Zusiitze dabei zu untersuchen. Meine 
im nachstehenden genau beschriebene Methode lehnt sich eng an dic 
Versuchsanordnung fiir den isolierten, tiberlebenden Darm an, wie 
sie P. Trendelenburg') angegeben hat. Es wird in seiner Methode die 
Titigkeit des Darms unter Fiillung des Lumens registriert und so die 
echten peristaltischen Kontraktionen, nicht nur die Pendelbewegungen 


1) P. Trendelenburg, Arch. f. exper. Pathol. u. Pharm. 81, 55, 1917. 
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wie nach Magnus festgestellt. Die medikamentésen Zusitze erfolgen 
nach T'rendelenburg in die AuBenfliissigkeit des Darms. 


Der Gedanke, von dem ich nun ausging, war der, eine genau ge- 
messene Menge von Fliissigkeit mit einem bestimmten Gehalt ver- 
seniedener Substanzen in das Lumen des Darms einzubringen, nach 
einer gewissen Zeit in dieser Lésung jene Stoffe wieder quantitativ 
zu bestimmen und aus ihrem eventuellen Verschwinden Schliisse auf 
die Resorption ziehen zu kénnen. Das Darminnere wird dabei unter 
jenen Druck gesetzt, der fiir die Peristaltik des Organs optimal ist, 
und dieser wihrend des ganzen Versuchs beibehalten. Am Ende des- 
selben wird die Innenfliissigkeit des Darms miéglichst quantitativ 
entfernt, in ihr die zu untersuchende Substanz quantitativ bestimmt 
und es kann dann sofort ein zweiter Versuch mit oder ohne Zugabe 
resorptionsférdernder oder -hemmender Mittel zum Vergleich an- 
geschlossen werden. 

Es war nun bei der Versuchsanordnung des isolierten Organs von 
vornherein klar, daB bei ihm die Resorptionsverhaltnisse nicht derartig 
physiologisch sein wiirden, wie an der vom Mesenterium her durch- 
bluteten isolierten Darmschlinge in situ, da ja durch die Blut- 
zirkulation die resorbierten Substanzen stets abtransportiert werden 
und so eine Anreicherung in der Darmwand selbst vermieden wird. 
Um nun in diesem Punkte ebenfalls den physiologischen Bedingungen 
méglichst nahezukommen, wurde die Menge der AubBenfliissigkeit 
(Ringer), in die der Darm wahrend des Versuchs eingehingt wird, 
sehr groB genommen (1,5 bis 3,0 ccm Innenfliissigkeit des Darms, 
dagegen 1400 bis 1600 ccm Aubenfliissigkeit). Trotzdem kann wohl 
unter den geschilderten Bedingungen das Verschwinden von Substanzen 
aus der Innenfliissigkeit nicht als reine physiologische Resorption im 
engeren Sinne des Wortes aufgefaBt werden, weil eine Reihe von 
Faktoren fehlt, die bei der Resorption am lebenden Tiere selbst eine 
gewichtige Rolle spielt, so die Strémung der GefiBe, der Austausch 
zwischen Zellen und Blut und anderes mehr. Ich méchte hier auch 
nur kurz auf die Bedeutung der Wasserstoffionenkonzentration sowohl 
in der Innen- wie auch in der AuBenfliissigkeit hinweisen. Letztere 
(Ringer) soll der des Blutes méglichst gleich sein (py = 7,3 bis 7,4). 
Auf den EinfluB der py-Konzentration bei der Dialyse des Calciums, 
mit dessen Resorptionsverhiltnissen ich mich zunichst beschaftigt 
habe, wurde neuerdings von Loeb!) und Loeb und Nichols?) hin- 
gewiesen. 


1) Loeb, Journ. of gen. physiol. 6, 453, 1924. 
*) Loeb und Nichols, Proc. of the soc. f. exper. biol. a. med. 22, 275, 
1925. 
Biochemische Zeitschrift Band 169. 20 
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Jedenfalls erlaubt jedoch die Versuchsanordnung, wie sie hic: 
mitgeteilt wird, in vergleichenden Versuchen zu beobachten, wievie! 
von einer eingebrachten Substanz vom Darmlumen aus mit oder ohne 
Zusatz von resorptionsférdernden oder -hemmenden Mitteln ver- 
schwindet. Sie diirfte auch gewisse Vorteile insoweit bieten, als man 
medikamentése Zusitze direkt in das Innere des Darms einbringe: 
und ihre Wirkung auf die Peristaltik beobachten kann. Dieser Vorgany 
diirfte wohl physiologischer sein als der Zusatz in die AuBenfliissigkeit 
nach Trendelenburg. Uber solche Versuche soll ein anderes Mal be- 
richtet werden. 


Uber die Versuchsanordnung selbst gibt nachstehende schematische 
Skizze AufschluB : 





















































Abb. 1. 


Das Stativ mit den Mariottschen Flaschen ist bedeutend kleiner (etwa 5mal) gezeichnet als 
das Wasserbad mit der Kaniile. 1. Das Stativ fiir die beiden Mariottschen Flaschen mit den 
Versuchslésungen M, und Mz besitzt oben die Rollen R, iiber welche die die Flaschen tragenden 
Ketten laufen, die an den Haken K, und K> befestigt werden kénnen. Die beiden Flaschen sind 
mit den Fiihrungsringen F am Stativ beweglich befestigt. Das Stativ hat cine vom Boden an ge- 
rechnete Skala und besitzt unten einen DreifuB. 2. Von den beiden Mariott schen Flaschen gehen 
die Gummischliuche G zu einem Zweiweghahn ZW und dann weiter zur Darmkaniile Dk, die im 
Wasserbade W mit Hilfe der Klemmschrauben H (ebenso wie die Sauerstoffkaniile So) befestigt 
ist. Gl=Glashahn, Doe = Darméffnung, A = AbfluB6ffnung der Darmkaniile. Letztere geht durch 
ein Loch des Wasserbadbodens und wird durch den Gummischlauch Schi gedichtet. Das Wasserbad 
hat die Dimensionen: Hohe 10, Breite 12, Lange 17 cm, sein Inhalt fat etwa 1400 bis 1600 ccm. 
Es steht auf cinem Dreifu8. 7=— Thermometer, Qu = Quetschbahn, Glo = Glaswanne unter dem 
AbfluBrohr der Kaniile (fiir die Aufnahme der Duschepiitungsliéssighelt) Mi = Mikrobrenner, 
H=Hebel mit dem Schreiber Sch. Ky = Kymographi 1, Ge= Gewichtsbelastung des 
Schreibhebels, meist etwa 2g, Fi = Filiissigkeitsspiegel der Ringerlésung (Aufenfliissigkcit). 
D = Darm. 
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e hier Nebenstehend seien die MaBe fiir die Darmkaniile selbst und deren 

wievie! Bau kurz skzziert: 

r ohne Die Kaniile kann mit den angegebenen ig 
4 MaBen und den entsprechend weiten Darm- ( 73 

b, War éffnungen (fiir jede Tierart verschieden) von j Ss 

S man jedem Glasbliser angefertigt werden'). Die 

ringe) MaBe sind natiirlich nicht unbedingt bindend, 

rgany nur auf zwei Punkte muB8 bei der Herstellung 


dekcit Gewicht gelegt werden, da ihre Beachtung 
_ die Bedingung fiir das Gelingen der Ver- 
al be- suche darstellt'), Der Ansatz der AbfluB- 
kaniile A muB unbedingt Adher liegen als 
; der tiefste Punkt der ganzen Kaniile B. 
tische Sonst gelangt beim Ablassen der Innenfliissig- 
keit des Darmes auch Fliissigkeit aus dem 
toten Raume (straffiert) der Kaniile mit 
zur Untersuchung, die gar nicht im Darme 
selbst gewesen ist, und die Resultate sind 
wertlos. 2. Der Ansatz des AbfluBrohres der 
Kaniile (4) mu8 in der direkten, senk- 
rechten Fortsetzung des Darmansatzrohres D 
liegen, damit beim Absaugen der Innen- 
fliissigkeit des Darmes nur diese selbst 
abgesaugt wird. 

Wenn diese beiden Punkte bei der Her- 
stellung der Kaniile beachtet werden, so 
gelangt nur die geringe Fliissigkgitsmenge 
im toten Raume X—Z mit der abgesaugten Abb. 2. 
Darmfliissigkeit zur Untersuchung. Diese be- 
trug bei Kaniilen in den angegebenen Dimensionen, wie ich mich in zahlreichen 
Leerversuchen iiberzeugen konnte, selbst beim kraftigsten Absaugen mit 
einer 5cem Rekordspritze bei L nie mehr wie 0,l ccm. Da nun die Darm- 
innenfliissigkeit je nach GréBe des Darmstiickes !?,3 bis 3,0 ecm, eventuell 
noch mehr betragt, so spielen diese 0,1 cem toter Raum wenig Rolle. Die 
Versuchsresultate kénnen dadurch niemals wesentlich veraindert werden, 
da ja auch die Fliissigkeit im toten Raume X — Z den Anfangsgehalt der 
Lésung an zu untersuchender Substanz besitzt. — Wenn man bei L mit 
einer 5-ccm-Rekordspritze wiederholt kraftig absaugt, bis keine Fliissigkeit 
mehr kommt, so bleibt nun infolge der angegebenen Konstruktion der Kaniile 
die Fliissigkeit im toten Raume (straffiert) vollkommen unberiihrt, und nur 
alles, was senkrecht zur Saugrichtung bei L ist, d. h. die Innenfliissigkeit 
des Darmes + die Fliissigkeit des toten Raumes (X —-Z) von 0,1 cem gelangt 
in die Spritze und damit zur Untersuchung. Dabei ist nur vor dem Ver- 
suchsbeginn darauf zu achten, daB wederim Darminnern noch im (straffierten) 
toten Raume Luftblasen vorhanden sind. Besonders in letzterem Falle 
gelangt sonst durch Nachgeben der Fliissigkeitssiule Lésung aus dem toten 
Raume beim Absaugen mit in die Spritze. Enthalt der Darm selbst im 
Innern aber Luftblasen, so gelangen bei Vergleichsuntersuchungen hinter- 
einander verschieden groBe Fliissigkeitsmengen in das Innere des Darmes. 























1) Die ganze Apparatur kann fertig bezogen werden durch die Glas- 
bliserei O. Ewald, Wien IX, WahringerstraBe 26, Osterreich. 
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In beiden Fallen erhaélt man dann falsche Resultate. Man vermeicdet 
die Luftblasen im (straffierten) toten Raume am besten dadurch, daB man 
die ganze Kaniile bis zur Darméffnung schon vor dem Aufbinden des 
Darmes mit der Versuchslésung luftblasenfrei fiillt und dann den Glashahn 
schlieBt. Das Vorhandensein von Luftblasen im Darme selbst umgeht man 
dadurch, daB man denselben erst etwa fiinf- bis sechsmal mit der Versuchis- 
fliissigkeit fiillt und diese immer wieder ablaBt, eventuell, wenn eine be- 
sonders hartnickige Blase an der Kuppe des Darmes vorhanden sein sollte, 
die auf diese Weise nicht zu entfernen ist, sucht man diese durch sehr san /te 
Massage nach abwirts mit gleichzeitigem Saugen bei L zu beseitigen, was 
stets gelingt. Dann erst fiillt man den Darm zum endgiiltigen Versuch. 

Die Befestigung der Kaniile im Wasserbad erfolgt einerseits durch 
einen Metallbiigel mit Klemmschrauben, der am Rande des GefiBGes fest- 
geklemmt wird, andererseits geht das AbfluBrohr durch ein im Boden des 
WasserbadgefiBes vorhandenes Loch hindurch nach auBen und unten. 
Um das AbfluGrohr der Kaniile, das durch das erwahnte Loch des Wasser- 
bades geht, zieht man ein Stiick Gummischlauch, so daB Rohr + Schlauch 
etwas gréBer als das Loch sind; man fiihrt erst das Glasrohr der Kaniile 
durch die Offnung des Bodens, bis sich dann der Schlauch im Loche fest- 
klemmt, und dichtet auf diese Weise ab. 

Das Wasserbad selbst kann aus Metall sein (bei unserer Apparatur 
besteht es aus Zinkblech), es kann aber auch ebensogut eine Glaswanne 
von otwa 1400 bis 1600 ccm Inhalt verwendet werden, in deren Boden man 
vom Glasbliser ein entsprechendes Loch machen 14B8t. Das glaserne 
Wasserbad hat den Vorteil der besseren seitlichen Beobachtung. Empfehlens- 
wert ist nur, daB man das Loch fiir das AbfluBrohr der Kaniile in der Mitte 
einer Langsseite des GefaiBes anbringen la6t, damit man beim Aufbinden 
des Darmes auf die Kaniile von allen Seiten freie Zuganglichkeit und 
Bewegungsfreiheit fiir die Hande besitzt. 

Der Vorgang des Versuchs selbst gestaltet sich dann folgender- 
maBen: Der Dimndarm eines durch Entbluten aus der Carotis ge- 
téteten Meerschweinchens (man kann aber auch ebensogut den Darm 
anderer Tiergattungen verwenden und halt sich dazu eine Anzahl von 
Kaniilen mit verschieden weiten Darméffnungen vorratig) wird ganzlich 
vom Mesenterium bei sehr vorsichtiger Priaparation befreit. Man sucht 
sich ein passendes Stiick von etwa 5 bis 6 cm Lange aus, schneidet das 
Darmstiick heraus und ligiert es gut an einem Ende. In der Ligatur labt 
man dann eine Fadenschlinge fiir das Hakchen des Fadens fiir den Schreib- 
hebel. (Ich habe stets in allen Versuchen Darmstiicke des Jejunums und 
obersten Ileums genommen.) Hierauf sucht man durch sehr zartes 
Streichen von der Ligatur her gegen das freie Darmende den Inhalt 
des Darms zu entleeren, was leichter gelingt, wenn derselbe fest 
(knollig) und nicht fliissig ist. Man bindet nun das freie Ende des 
Darms, nachdem man es tiber die Darméffnung der Kaniile gezogen 
hat, an derselben fest, und zwar mit Zwirn an der dazu bestimmten 
Eindellung. Dann hakt man den Haken des Fadens, der zum Schreib- 
hebel fiihrt, in die erwahnte Schlinge der Ligatur an der Darmkuppe 
ein, belastet den Hebel eventuell entsprechend und bereitet alles fiir 
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die Schreibung am Kymographion vor. Nun fiillt man das Wasserbad 
mit einer bereits vorher auf 37 bis 38° (nicht tiber 40°) erwirmten 
Warmbliiterringerlésung bis tiber die Darmkuppe (etwa 1400 bis 
1600 cem bei den angegebenen Wasserbaddimensionen). Vor Beginn 
des Aufbindens der Darmschlinge werden (wie dies schon bei Be- 
schreibung der Kaniile erwahnt wurde) die zu untersuchenden Lésungen 
in die beiden Mariottschen Flaschen des Stativs (jede etwa 250 ccm 
fassend) eingefillt und mit jener Lésung, mit der der Versuch be- 
gonnen werden soll, durch Heben der Flasche und Offnen aller Ver- 
bindungshahne, Schliuche und Kaniile bis zur Spitze der Darméffnung 
luftblasenfrei gefiillt. Dann werden alle Hahne geschlossen, die Flasche 
wieder unter das Wasserbadniveau gesenkt und der Darm wie ge- 
schildert aufgebunden. Nach dem Aufbinden des Darms, Verbinden 
mit der Schreibvorrichtung und Fiillung des Wasserbads (wie oben 
angegeben) beginnt man mit der Sauerstoffdurchleitung und 1laBt 
dann die Untersuchungslésung durch Offnen und richtige Stellung 
aller Hahne zwischen der entsprechenden Mariottschen Flasche und 
dem Darmlumen und Heben der Flasche durch Emporziehen am 
Stativ ins Innere des Darms eintreten. Die Mariotische Flasche wird 
so weit gehoben, bis der Darm seine peristaltischen Bewegungen beginnt, 
was am Kymographion verfolgt werden kann. In dieser Stellung wird 
dann die Flasche mit der Kette am Haken des StativfuBes fixiert und 
die Druckhéhe des Fliissigkeitsniveaus der Flasche an der Skala ab- 
gelesen. Die Druckhéhe kann aber auch am Kymographion nach 
P. Trendelenburg') graphisch registriert werden. Man fiihrt zu diesem 
Zwecke einfach einen Gummischlauch vom Glasrohr, das durch den 
durchbohrten Kork des Halses der Mariottschen Flasche geht, zu 
einem Pistonrecorder. 

Eine unbedingte Notwendigkeit ist nur, daB bei aufeinander- 
folgenden Vergleichsversuchen stets derselbe Druck (Druckhéhe) 
herrscht, da sonst verschieden groBe Fliissigkeitsmengen in den Darm 
eingepreBt werden und die Versuchsergebnisse wertlos sind. Nachdem 
die Fliissigkeit in den Darm eingetreten ist und die Flasche am Stativ 
fixiert wurde, wird der Darm durch Ablassen und wieder Fiillen (etwa 
drei- bis fiinfmal) von etwaigen Luftblasen befreit und am Ende neuer- 
dings gefiillt. Dann notiert man die Zeit des Versuchsbeginns. Nach 
Ablauf der gewahiten Versuchszeit wird der Glashahn der Darmkaniile 
geschlossen, am Gummischlauch des Ablaufrohres derselben auBerhalb 
des Wasserbads eine 5-ccm-Rekordspritze angesetzt, der Quetschhahn 
des Schlauches geéffnet und die Lésung im Innern des Darms durch 
mehrmaliges Absaugen giinzlich entfernt, bis keine Fliissigkeit mehr 


1) P. Trendelenburg. |. c. 
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abgesaugt wird. Die Spritze entleert man am besten immer in eine 
graduierten 5 oder 10 ccm fassenden MeBzylinder mit eingeschliffencm 
Glasstopfen. Nach Ablassen der Innenfliissigkeit kann man sofort 
einen zweiten Versuch mit derselben oder einer anderen Lésung (in 
der zweiten Mariottschen Flasche) anschlieBen. In letzterem Falle 
schlieBt man den Zweiweghahn erst vollistandig, entleert den Rest cer 
ersten Lésung, der sich noch im Schlauch und in der Kaniile befindet. 
durch Offnen des Glashahns der Kaniile und des Quetschhahns am 
AbfluBschlauch derselben und wischt nun durch Umstellen des Zwei- 
weghahns sowohl den Schlauch wie die Kaniile mit der neuen Lésung 
griindlich durch. Dann fiillt und entleert man den Darm selbst wieder 
drei- bis fiinfmal wie vor Beginn des ersten Versuchs, laBt endlich 
wieder dauernd Lésung in sein Inneres eintreten und beginnt den 
zweiten Versuch. Auf die dem ersten vollkommen gleich sein sollenden 
Druckverhiltnisse wurde bereits weiter oben hingewiesen. Bei einiger 
Ubung ist die Zeit, die das Ablassen der Fliissigkeit des ersten Versuchs 
aus dem Darm und das Wechseln der Lésungen in der Kaniile bis zu 
Beginn des zweiten Versuchs umfaBt, héchstens 4 bis 5 Minuten. Die 
Versuchsdauer ist selbstverstandlich in Vergleichsversuchen, namentlich 
wenn irgendwelche resorptionsférdernde oder -hemmende Substanzen 
geprift werden sollen, in allen Versuchen vollkommen gleich lang zu 
halten. Es mége ferner nur angedeutet werden, daB auch die Versuchs- 
dauer von Wichtigkeit ist; sie soll nicht zu kurz genommen werden, 
um ein deutliches Ergebnis auBerhalb der Fehlergrenzen der chemischen 
Methoden der zu untersuchenden Substanzen zu erméglichen, anderer- 
seits sind zu lange Versuchszeiten nicht ratsam, um die mit der Zeit 
sicher auftretenden postmortalen Veranderungen der Schleimhiute 
selbst bei intakter, gut arbeitender Muskulatur des Darms zu _ ver- 
meiden. In den Versuchen, die ich mit Calciumchlorid vorgenommen 
habe, habe ich das Optimum meiner Resultate bei zwei hintereinander 
laufenden Versuchen an ein und demselben Darm bei 90 bis 100 Minuten 
Versuchsdauer pro Versuch feststellen kénnen. Auch bei Ausdehnung 
der Zeiten auf 120 bis 135 Minuten konnte ich keine besseren Resultate 
bekommen. 

Die Fliissigkeitsmengen des Darms bei solch genau durchgefiihrten 
Versuchen differieren nach dem Ablassen fast nie mehr als um 0,05 
bis 0,l cem bei einer Gesamtfliissigkeitsmenge von 1,5 bis 3,0 ccm, 
je nach GréBe des untersuchten Darmstiickes. Es ist ratsam, nicht 
zu kleine Stiicke zu nehmen, da die Resorption ja von der GréBe der 
Innenflache beeinfluBt werden diirfte. 

Die Bestimmung der zu untersuchenden Substanzen in der Innen- 
fliissigkeit kann nach den iiblichen chemischen Mikromethoden durch- 
gefiihrt werden, bei denen ja 0,5ccm meist geniigen. Es kénnen so 
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bei einer Fliissigkeitsmenge von mindestens 1,5 ccm drei Parallel- 
analysen durchgefiihrt werden, was ausreichende Genauigkeit gewahr- 
leistet. Es ist unbedingt notwendig, wie schon eingangs erwahnt 
wurde, die py-Konzentration der Versuchslisungen und der Auben- 
fliissigkeit (Ringer) jeweils zu bestimmen, wofiir die kolorimetrische 
Bestimmungsmethode mit Indikatorenreihen nach L. Michaelis geniigen 
diirfte, da es sich ja um klare Lésungsmittel handelt. 

Nachstehend seien einige Versuche wiedergegeben, die einer 
gréBeren Reihe entnommen sind, die zur Bestimmung des Einflusses 
des Saponins auf die Resorption von Calcium ausgefiihrt wurden, 
iiber die in der anschlieBenden Mitteilung berichtet werden wird. Die 
Versuche zeigen sehr deutlich, daB die geschilderte Methodik auch 
zur Priifung anderer Fragestellungen brauchbar ist. In den angefiihrten 
Versuchsbeispielen wird der Einflu8 von NaC! auf den Ubertritt von 
Caleiumchlorid im isolierten, iiberlebenden Darme gezeigt. Es ist aus 
den nachstehenden Tabellen zu ersehen, da®B in allen Versuchen, bei 
denen die Innenfliissigkeit des Darms auf eine Kochsalzkonzentration 
von 0,9 Proz. gebracht worden war, um etwa 12 bis 13 Proz. des Anfangs- 
gehalts der Lésung an Calcium mehr resorbiert wurde, d. h. ver- 
schwunden ist als ohne NaCl-Zusatz. 

Der AuBenringer hatte in diesen Versuchen eine pg von 7,3. Die 
Calciumlésungen wurden jeweils frisch aus kristallisiertem Calcium- 
chlorid Kahlbaum pro analysi mit Aqua dest. hergestellt und der 
Calciumgehalt nach der Methode von de Waard') bestimmt. Die 
Caleiumwerte sind stets Mittelwerte aus mindestens drei gut tiber- 
einstimmenden Analysen. Die pg-Konzentration war mit und ohne 
NaCl-Zusatz stets 7,0. Alle Versuche wurden am Diinndarm von 
vom Meerschweinchen von 300 bis 600 g Gewicht ausgefiihrt. 


Tabelle I. 
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Nur Ca 2,297 2,149 | 0,148 . 
CaNaCl 2,297 | 1,896 | 0,401 
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1) de Waard, diese Zeitschr. 97, 176. 1919. 
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Zusammenfassung. 


Es wird eine Methode fiir Resorptionsversuche am _ isolierten, 
itiberlebenden Darme von Warmbliitern angegeben und genau be. 
schrieben. AnschlieBend werden einige Versuche mitgeteilt, die cic 
Brauchbarkeit der Methode fiir die verschiedensten Fragestellungen 
darlegen sollen. Diese Versuche zeigen, daB das Verschwinden yy 
Calcium aus der Innenfliissigkeit des isolierten, iiberlebenden Diinn. 
darms von Meerschweinchen vom Kochsalzgehalt der Léisung beein. 
fluBt wird. Besitzt die Fliissigkeit einen hohen Gehalt an Na(’ 
(0,9 Proz.), so verschwindet unter sonst vollkommen gleichen Ver. 
suchsbedingungen um etwa 230 Proz. (Mittelwert) mehr Calcium aus 
der Innenfliissigkeit des Darms, als wenn in der Lésung kein Na(’! 
vorhanden ist. 
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Il. Mitteilung: 
Der EinfluB von Saponin auf die Resorption von Calcium. 


Von 
Fritz Lasch. 


(Aus der biologischen Abteilung des Pharmakognostischen Instituts der 
Wiener Universitat.) 


(Eingegangen am 30. Dezember 1925.) 


Mit 1 Abbildung im Text. 


Die Resorption von Saponinen durch die Darmwand beim Menschen 
und Tiere war besonders in neuerer Zeit wieder Gegenstand zahlreicher 
Untersuchungen. 

Kofler, Kollert und Grill') konnten im Gegensatz zu alteren Autoren 


(Kobert, Daebler, Friboes und Fieger) feststellen, daB die Darmschleimhaut 
fiir Saponine normal undurchgangig ist. Zu denselben Schliissen kamen 
Bayer und Gaisbéck*), die in Tierversuchen eine Resorption von Saponinen 
nur bei Schadigung der Schleimhaut des Darmes mit Jalapa usw. nach- 
weisen konnten. Die Versuche von Lasch und Perutz*) bestatigten diese 
rgebnisse. Diese Autoren konnten aber auch bei Verabreichung sehr groBer 
Saponindosen, von denen sie annehmen, daB durch sie die Schleimhaut in 
ihrer Funktion gestért ist, eine Resorption von Saponinen feststellen. 
Kofler und Kaurek*) zeigten in einer vor kurzem erschienenen Arbeit, 
daB durch gleichzeitige Verabreichung von Saponinen die Wirkung von 
peroral zugefiihrtem Strophantin und Digitoxin bei Fréschen und Mausen 
wesentlich gesteigert wird, indem schon Bruchteile der sonstigen tédlichen 
Dosis letal wirken. Bei Kaninchen waren die Versuchsergebnisse zweifelhaft. 


Es schien nun von Interesse, festzustellen, ob die Saponine einen 
resorptionsférdernden EinfluB auch auf andere chemische Substanzea, 
nicht nur auf Strophantin und Digitoxin besitzen. Es wire hier nur 

1) Kofler, Kollert und Grill, Wien. klin. Wochenschr. 1925, Nr. 13; 
daselbst auch Altere Literatur. 

*) Bayer und Gaisbéck, W. med. W. 1924, Nr. 39 und 40. 

3) Lasch und Perutz, W. klin. Woch. 1925, Nr. 15; The urologie a. 
cutan. rewiew 29, 514, 1925. 

*) Kofler und Kaurek, Arch. f. exper. Pathol. u. Pharm. 109, 362, 1925. 
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zu erinnern, daB durch Saponine die Oberflachenaktivitat in hohem 
Grade beeinfluBt wird, wie sowohl der alte Schulversuch zeigt, he; 
dem durch Kohle adsorbiertes Methylenblau unter Saponinzusatz glatt 
durchs Filter geht, als auch neuere Versuche von Brinkmann 
S2t. Gyérgy"') darlegen. Sie konnten feststellen, daB Hamoglobinlésunge: 
unter Saponinzusatz Kollodiumfilter passieren. Demnach kénnten dic 
Saponine die Oberflache der Darmschleimhaut vielleicht fiir Substanzen 
durchgingiger machen als sie es sonst ist, ohne irgendwelche makro. 
skopische oder mikroskopische Veranderungen zu setzen, welche auch 
von Lasch und Perutz*) bei der Autopsie der Versuchstiere vermilt 
wurden. 

Von diesen Erwagungen ausgehend, untersuchte ich den Einflul 
der Saponine auf die Resorption des Calciums. Letzteres wihlte ich 
deshalb, weil iiber seine Resorptionsfahigkeit beim Tiere und Menschen 
bei peroraler Verabreichung noch heute keine volle Klarheit besteht 
Wiahrend die Mehrzahl der Untersucher [Denis und Minot*), Han. 
dovsky*), Clarc5), Jansen®) u.a.] eine Resorption von Calcium bei 
peroraler Verabreichung auf Grund von Untersuchungen des Blut- 
calciumspiegels ablehnen, glauben Richter-Quitiner’) und Mason §) diese 
nachgewiesen zu haben. Es diirfte jedoch schon in Hinsicht auf die 
therapeutische Wichtigkeit des Calciums bei der Tetanie, anderen 
spasmophylen Krankheitszustanden, bei Hamophylie zur Gerinnungs- 
férderung usw. von Bedeutung sein, klarzustellen, ob und unter welchen 
Bedingungen Calcium bei peroraler Verabreichung zur Resorption 
gelangt. Wenn es méglich ware, durch Zusatz anderer Substanzen in 
nicht toxische Dosen, z. B. von Saponinen, eine sichere Resorption 
des Calciums vom Magendarmtrakt aus zu bewirken, so wiirde dies 
unter anderem auch einen unleugbaren therapeutischen Fortschritt 
darstellen. 

Ich habe nun Versuche in dieser Richtung am isolierten, iiber- 
lebenden Darme nach der von mir angegebenen Methode ®) vorgenommen, 
und zwar, weil mir gerade diese Versuchsanordnung vorerst iiber- 
sichtlicher erschien als die am ganzen Tiere, dessen Resorptionsverhalt - 
nisse doch wohl von den verschiedensten Umstanden (Ernahrung usw.) 


1) Brinkmann und Szt.Gyérgy, diese Zeitschr. 139, 261, 1923. 

2) Lasch und Perutz, Wien. klin. Wochenschr. 1925, Nr. 13; The 
urologie a. cutan. rewiew 29, 514, 1925. 

8) Denis und Minot, Journ. of biol. Chem. 41, 357, 1920. 

*) Handovsky, Jahrb. f. Kinderheilk. 41, 432, 1920. 

5) Clarc, Journ. of biol. Chem. 48, 89, 1920. 

*) Jansen, Deutsch. Arch. f. klin. Med. 145, 209, 1924. 

") Richter-Quittner, diese Zeitschr. 114, 58, 1921. 

8) Mason, Journ. of biol. Chem. 47, 3, 1921. 

®) Lasch, Vorausgehende Mitteilung in dieser Zeitschr. 
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abhangig sein dirften. Als Saponin verwen@cte ich in allen Versuchen 
ein Saponinum purum, albissimum Merck mit 1 Ka =) wirken 
Index 1: 20875. Nach den Versuchen Kofler und Kaf®, s') wirken 
alle Saponine bei der Resorpti iglerung im wesenthehen gleich, 
sie haben dabei auch das Mercks@ ponin untersucht. Die Calcium. 
jisungen stellte ich aus kristallisiertes.. Calor Kahlbaum pro 
analysi mit destillierten sser stets frisch W'S” ad bestimmte den 
Calciumgehalt nach der M ry *thode von de Waard*). Diese Methode 
hat sich gut bewahrt, besor..” s wenn man nach Bliihdorn und Genck*) 
und Hecht*) auf die méglichen Fehlegfiellen, dh. Festhaften des 
Calciumoxalatniederschlags an den Wanden des Zentrifugenréhrchens 
und dadurch Verluste beim Abheben der Waschfliissigkeit achtet. 
Die Calciumwerte in den Tabellen sind stets Mittelwerte von mindestens 
drei gut miteinander tibereinstimmenden Parallelanalysen. Da nach 
Loeb®) und Loeb und Nichols*) die Diffusion des Calciums im Serum 
weitgehend von der Wasserstoffionenkonzentration abhingt, so habe 
ich diese in den Calciumlésungen stets bestimmt. Ich verwandte hierzu 
die kolorimetrische Methode mit Indikatorenreihen nach L. Michaelis, 
deren Genauigkeit, da es sich ja um klare Lésungsmittel (Aqua dest.) 
handelte, genitigen diirfte. 


Die Versuchsmethodik selbst war vollkommen die in der vorausgehenden 
Mitteilung angegebene Anordnung. Alle Versuche wurden am Diinndarm 
von Meerschweinchen von 300 bis 600g Gewicht ausgefiihrt,’ und zwar 
wurde nur Jejunum und oberstes [leum der Tiere verwendet. Es wurden 
stets hintereinanderlaufende Vergleichsversuche in der Weise angestellt, 
daB zuerst die Lésung mit Calcium allein und anschlieBend daran die 
Calciumlésung derselben Zusammensetzung unter Zusatz von Saponinen 
zur Resorption gelangte. Es wurde der Calciumgehalt in der Versuchs- 
fliissigkeit bestimmt, die Lésung ins Lumen des Darms einlaufen und eine 
gewisse Zeit bei konstantem Druck in seinem Innern gelassen; dann wurde 
die Lésung méglichst quantitativ aogesaugt und der Calciumgehalt wiederum 
festgestellt. Aus einer Differenz auBerhalb der Fehlerquellen der Calcium- 
bestimmungsmethode (+ 5 Proz.) konnte auf das Verschwinden von Calcium 
aus der Innenfliissigkeit des Darms wahrend der Versuchszeit geschlossen 
werden, und diese wurde dann unter gewissen in der ersten Mitteilung 
angegebenen VorsichtsmaBregeln als Resorption aufgefaBt. Derselbe 
Versuch wurde dann bei sonst vollkommen gleichen Bedingungen (Zeit, 
Druck, Fliissigkeitsmenge) unter Zusatz von Saponinen mit derselben 
Calciumlésung an demselben Darm wiederholt. Ergab nun dieser Versuch 
bei gleichem Anfangsgehalt der Lésung an Calcium ein gréBeres Verschwinden 


1) Kojler und Kaurek, 1. c. 

*) de Waard, diese Zeitschr. 97, 176, 1919. 

3) Bliihdorn und Genck, ebendaselbst 185, 581, 1923. 

*) Hecht, ebendaselbst 148, 342, 1923. 

5) R. Loeb, Journ. of gen. phys. 6, 453, 1924. 

*) Loeb und Nichols, Proc. of the soc. f. exp. biol. a. med. 22, 275, 1925. 
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desselben aus der Innenfliissigkeit des Darms, so diirfte dies wohl mit 
Sicherheit auf den EinfluB des Saponins zuriickzufiihren sein. Auf den 
jeweils vollkommen gleichen py-Gehalt wurde, wie schon oben erwahut, 
geachtet. Als AuBenfliissigkeit des isolierten, iiberlebenden Darms wurie 
eine Ringerlésung von einer py = 7,3 und folgender Zusammensetzung 
verwendet: NaHCO, 0,03 Proz., CaCl, 0,024 Proz., KCl 0,042 Proz., 
NaCl 0,9 Proz. Die Lebensfahigkeit des Darms wurde, wie angegeben, 
fortlaufend wahrend der ganzen Versuche durch Aufzeichnung seiner 
peristaltischen Bewegungen am Kymographion registriert. Es sei gleich, 
an dieser Stelle festgestellt, daB eine wesentliche Beeinflussung der mus- 
kuléren Darmtatigkeit bei den angewandten Saponindosen nicht festgestellt 
werden konnte. Die Temperatur des Wasserbads war wihrend der ganzen 
Versuche genau zwischen 37 bis 38°, niemals héher. 

Nachstehend seien zunichst einige Versuchsreihen wiedergegeben, cic 
den EinfluB des Saponins auf die Resorption von Calcium deutlich erkennen 
lassen. Es ist gleichzeitig aus ihnen gut zu ersehen, daB die Zeitdauer der 
Versuche auf die ResorptionsgréBe von Bedeutung ist. 


Tabelle I. 
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Aus Tabelle I ist zu ersehen, daB in allen Versuchen unter dem Einflu8 
von Saponinum purum albissium Merck mehr Calcium aus der Innen- 
fliissigkeit des Darms verschwunden ist als ohne Saponin. Die Menge 
sowohl des ohne wie unter Saponinzusatz resorbierten Calciums unterliegt 
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dabei wohl individuellen Schwankungen der Darmverhaltnisse der einzelnen 
Versuchstiere, ist jedoch gut in Beziehung zu setzen zur Dauer der Versuche, 
und es 14Bt sich im allgemeinen feststellen, je langer die Dauer, desto gréBer 
die Resorption. Nachstehend mdge eine graphische Darstellung dies ver- 
anschaulichen. In derselben sind die Mittelwerte des resorbierten Calciums 
in Prozenten des Anfangsgehalts aus allen Versuchen von gleicher Dauer 
sowohl mit als auch ohne Einwirkung von Saponinen im Zusammenhang 
mit der Versuchszeit zusammengestellt. 
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Abb. 1. —— Calcium ohne Saponin. ------ Calcium mit Saponin. 
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Aus dieser Abbildung ist zu ersehen, welchen Einflu8 die Zeitdauer 
auf die ResorptionsgréBe ausiibt; beide stehen mit geringen individuellen 
Schwankungen bis zu einer Versuchsdauer von ungefahr 100 Minuten im 
direkten proportionalen Verhaltnis. Uber 100 Minuten nimmt die Resorp- 
tionsgréBe wiederum stark ab, wohl weil die funktionelle Tiatigkeit der 
Darmschleimhaut bereits trotz méglichst physiologischer Bedingungen am 
isolierten Darm bei so langer Zeitdauer nicht mehr ihre volle Tatigkeit 
entfalten kann. Diese Ansicht erfahrt eine Stiitze dadurch, da8B nicht nur 
die Resorption von Calcium allein, sondern auch von Calcium unter Saponin- 
wirkung deutlich abnimmt. Uberhaupt laufen beide Kurven (Resorption 
mit und ohne Saponin) im allgemeinen parallel, nur ist bei den optimalen 
langeren Versuchszeiten (90 und 100 Minuten) die Resorptionsbeeinflussung 
unter Saponinzusatz starker. Das Parallelgehen beider Kurven ist zugleich 
eine Kontrolle gegen etwaige Fehler der Methodik. 
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Zusammenfassend \iBt sich tiber obige Versuche sagen, daB be: 
volikommen gleichen Versuchsbedingungen (Zeit, Temperatur, p,,, 
gleicher Anfangskonzentration von Calcium) Calcium allein von de: 
Innenfliissigkeit des isolierten, iiberlebenden Darms aus je nach Lange 
der Einwirkung in nicht sehr groBem MaBe (5 bis 18 Proz. des Anfangs- 
gehalts) verschwindet, d.h. resorbiert wird, wihrend bei Zugabe von 
1,0 bis 5,0 mg Saponinum purum albissimum Merck pro Kubikzentimeter 
der gleich zusammengesetzten Calciumlésung um 70 bis 180 Proz. 
mehr (11 bis 36,5 Proz. des Ca-Anfangsgehalts) Calcium zur Resorption 
gelangt. 

Eine Anzahl weiterer Versuche wurde vorgenommen, um zu priifen, 
ob Saponin auch ohne den 0,9proz. Kochsalzgehalt der Innenfliissigkeit 
seine volle Wirkung entfalte, nachdem nach Versuchen, die in der 
ersten Mitteilung in dieser Zeitschrift wiedergegeben wurden, in allen 
Versuchen, bei denen die Innenfliissigkeit kochsalzfrei war, Calcium 
allein fast gar nicht (nur wenige Prozente) aus der Innenfliissigkeit 
verschwand. Es war denkbar, daB Saponin vermége seiner starken 
Oberflachenaktivitét auch unter diesen Bedingungen seinen Einflui} 
auf die Resorptionsfahigkeit des Calciums unverandert ausiibe. Eine 
Tabelle mége die Ergebnisse dieser Versuche iibersichtlich darstellen. 


Tabelle II. 
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Diese beiden Versuche legen vollkommen iibereinstimmend dar, 
daB ohne einen Kochsalzgehalt von 0,9 Proz. der Calciumlésung im 
Innern des Darms bei einer Versuchsdauer von 100 Minuten nicht 
mehr Calcium aus der Fliissigkeit verschwindet als bei einer Dauer 
von 15 Minuten, wie ein Vergleich mit den Zahlen der Tabelle I lehrt. 
Unter Zusatz von Saponin hingegen zur kochsalzfreien Calciumlésung 
verschwindet nicht viel weniger Calcium als wenn der Kochsalzgehalt 
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der Innenfliissigkeit 0,9 Proz. betragt. Eine kurze Tabelle zeigt dies 


iibersichtlicher. 
Tabelle 111. 





Mittelwerte des resorbierten Calciums in Pros. des Anfangsgehalts der Léeung an 
Calcium bei f ry 
Daver ||____ SNA o< S 
, des : Calcium ohne Calcium + NaCl Calcium ohne Na Cc 1 
Versuchs & cl Na CleZusatz 0,9 Proz. + 5 mg Saponin 0,9 Proz. + 5 mg 
, , 0,9 Proz. pro I ccm Saponin pro | ccm 








58 | 13 — 
182 | 5, 36,5 25,7 


Die hier mitgeteilten Versuche lassen mit groBer Wahrscheinlichkeit 
den SchluB zu, daB Saponine, wie es von Kofler und Kaurek') fiir 
Strophantin und Digitoxin bei Frosch und Maus nachgewiesen wurde, 
am isolierten, tiberlebenden Diinndarm des Meerschweinchens einen 
deutlichen, stark férdernden EinfluB auf die Resorption von Calcium- 
lésungen haben, auch wenn diese keinen Gehalt an Kochsalz (0,9 Proz.) 
besitzen. Es werden nun am Tiere in vivo Versuche notwendig sein, 
um zu entscheiden, ob unter dem EinfluB von nicht toxischen Saponin- 
dosen Calcium bei peroraler Verabreichung zur Resorption gelangt 
und in einer Erhéhung des Blutcalciumspiegels nachweisbar ist. Solche 
Untersuchungen sind bereits im Gange. 


Zusammenfassung. 


Es wird der Einflu8 von Saponinum purum albissimum Merck auf 
die Resorption von Calcium am isolierten, iiberlebenden Diinndarm 
des Meerschweinchens nach einer neuen Methode untersucht. 

Unter dem EinfluB des Saponins verschwindet bedeutend mehr 
(um 70 bis 180 Proz.) Calcium aus der Innenfliissigkeit des Darms, 
d. h. wird resorbiert, auch wenn die zur Resorption gelangende Calcium- 
lésung keinen Kochsalzgehalt von 0,9 Proz. besitzt. 


1) Kofler und Kaurek, 1. c. 





Physikalisch-chemische Untersuchungen am normalen Knorpel. 
Von 
Karl Harpuder. 
(Aus der inneren Abteilung des staédtischen Krankenhauses Wiesbaden.) 


(Eingegangen am 5. Januar 1926.) 


Mit 1 Abbildung im Text. 


Die Physiologie hat sich bisher mit den Eigenschaften des Knorpel- 
gewebes nur wenig befaBt. Wir kennen wohl die chemische Zusammen- 
setzung des Knorpels und wissen einiges iiber die Struktur und die 
chemischen Eigenschaften seiner Bausteine, dagegen sind Unter- 
suchungen iiber das biologisch wichtige, physikalisch-chemische Ver- 
halten der Knorpelsubstanz im ganzen und der einzelnen Baustoffe 
nur von einseitigen Gesichtspunkten aus vorgenommen worden. Anderer- 
seits geniigen die vorhandenen, griindlichen anatomischen Befunde 
allein nicht, um Verstandnis fiir das normale Verhalten des Knorpels 
und die Genese krankhafter Knorpelverinderungen zu erhalten. Es 
erscheint daher méglich, durch systematische Untersuchung von 
normalem und krankem Knorpel weitere Aufschliisse iiber seine normale 
und pathologische Physiologie zu gewinnen. Die vorliegenden Unter- 
suchungen befassen sich aber zunichst bloB mit normalem, mensch- 
lichem Knorpel. 


I. Versuche am ganzen Knorpelgewebe. 


Das Material') wurde regelmaéBig aus dem Kniegelenk erwachsener 
Leichen, durchschnittlich nicht spiter als 10 bis 12 Stunden nach dem 
Tode entnommen, in physiologischer Kochsalzlésung frei von Blut gewaschen 
und 3 Stunden in NaCl-Lésung aufbewahrt, dann zu den Versuchen ver- 
wendet. 

Da der gefaBlose Knorpel des Erwachsenen fiir die Zu- und Abfuhr 
von Stoffen lediglich auf Diffusionsvorgiinge angewiesen ist, wurden 
zunichst seine Permeabilitdtsverhdltnisse als eine seiner wesentlichsten 
Eigenschaften studiert. 


1) Das Material verdanke ich der Liebenswiirdigkeit des Herrn Prof. 
Herzxheimer. 
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Zu diesem Zwecke wurden Extraktionshiilsen von Schleicher & 
Schill (3,3 em Durchmesser und 8,8 cm Héhe) am Boden mit einem Loch 
von etwa 1,0 qem versehen und dann dreimal in fliissiges Paraffin von 58° 
Schmelzpunkt zur halben Héhe versenkt. Der Ausschnitt im Boden wurde 
vom Paraffin befreit und tiber ihn méglichst gleichmaBige Knorpelscheibchen 
yon etwa 0.5mm Dicke durch Bestreichen des Randes mit fliissigem 
Paraffin geklebt. Die so verschlossenen Hiilsen wurden in Becherglaser 
von 100 cem Inhalt gesetzt, die 10 bis 15 ecm physiologischer Na Cl-Lésung 
enthielten. Trat in den nachsten 3 Stunden keine Flijssigkeit in die Hiilsen 
ein, so wurden sie abgespiilt und zum Versuch verwendet.  LieBen sie 
Fliissigkeit durch, so wurden sie nicht benutzt. 

Zum Versuch selbst wurden in das Becherglas 20 cem einer Lésung, 
die den permeierenden Stoff in etwa blutisotonischer Konzentration ent- 
hielt, gegeben, die Hiilse eingesetzt und ebenfalls mit 20 cem einer blut- 
isotonen Gegenfliissigkeit (Dextroselésung, NaCl-Lésung) gefiillt. Die 
\nsitze kamen fiir 48 Stunden in den Eisschrank, danach wurde der per- 
meierende Stoff in der AuBen- und Innenlésung quantitativ bestimmt. 
Auch nach 72 Stunden wurden Proben entnommen. Stete wurden voll- 
standig getrennte Doppelversuche angesetzt. 


Priift man in dieser Weise die Durchtritisgeschwindigkeit der Elektro- 
lyte in eine isotonische Traubenzuckerlisung, so zeigt sich, daB sie 
allgemein eine recht geringe ist. Nach 48 Stunden bestehen betrachtliche 
Konzentrationsdifferenzen zwischen Aufen- und Innenfliissigkeit, die 
sich nach weiteren 24 Stunden nur wenig durchschnittlich um 10 bis 
15 Proz. — vermindern. Die Anionen ordnen sich dabei in eine Reihe: 
HCO: >J’'> H,PO, > Cl’ > Acetat’ > Br’ > Sulfat > Harnsaure, 


annahernd wie sie als Hofmeistersche Reihe bei zahlreichen biologischen 


Vorgingen beobachtet ist. Fiir die Kationen ergibt sich 
NH, >K' > Na 
und Mg >Ca > Ba’, 


. s . . . . . 
ebenfalls in Ubereinstimmung mit den sonst beobachteten Kationen- 
anordnungen. ) 


Die Dialysegeschwindigkeit der Anionen wurde an ihren Natrium- 
salzen nachgepriift. In der folgenden Tabelle sind die Einzelwerte nach 
48 Stunden wiedergegeben, wie sie sich im Mittel aus zwei Doppelversuchen 
ergaben. Die Schwankungen zwischen den Einzelzahlen waren nicht un- 
betrachtliche — bis 12 Proz.—, was wohl mit der nicht vollkommen gleich- 
ma&Bigen Dicke und Beschaffenheit der Knorpelschnitte zusammenhangt. 
Die Resultate waren unabhangig davon, ob das Perichondrium erhalten 
war oder fehlte. Bestimmt wurde das Chlorid nach Volhard, Bromid und 
Jodid nach dem gleichen Prinzip, das Sulfat als Bariumsalz nach den 
Angaben im Treadwell, das Bicarbonat durch Titration mit HCl gegen 
Kongorot, das Acetat durch Uberdestillieren der mit Phosphorséure an- 
gesiuerten Lésung und Titration des Destillats mit NaOH gegen Phenol- 
phthalein, das Phosphat durch Titration mit Uranacetatlésung und 
Cochenille, die Harnsiure kolorimetrisch mit Cyannatrium und Phosphor- 
wolframsaure. 

Biochemische Zeitschrift Band 169. 21 
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Tabelle I. 





Konzentration Konzentration 
Natrium auttien innen 


Proz. Proz. 


Verhaltnis 
auben : innen 


Bicarbonat .... . 0,84 0,29 2,89 
Sp pthaatlg Saige 174 0.565 3.08 
Phosphat (prim.) . . 1,44 0,39 3,71 
Chlorid . ais ae 0,796 0,187 4,26 
BY ee 0,574 0,098 5,85 
0 — 1,10 0,124 8,87 
ee 0,570 0,047 12,1 
Urat [saures*)} . . . 0,042 0,003 14.0 
*) Die Uratlésung wurde hergestellt, indem 50 mg Harnsaure in 100 ccm physiologischer NaC). 
Lésung in der Siedehitze mit nj/10 NaOH gelést wurden. Die Reaktion wurde mit Neutralrot 
kontrolliert und dann an der Gaskette nachgemessen. 


Der Durchtritt der Kationen wurde an ihren Chloriden verfolgt. 
Auch hier ergibt die Tabelle II Mittelwerte aus zwei Doppelversuchen. 
Die Bestimmung des Ammoniaks wurde titrimetrisch nach Folin, die des 
Natriums und Kaliums nach Kramer-Tisdall ausgefiihrt. Die Erdalkalien 
wurden nach den Angaben im Treadwell bestimmt. 


Tabelle II. 

















| Konzentration Konzentration Verhiltnis 
* ec 


Proz. Proz. 


auBen innen PO > — 5 wae 


Ammonium. .... | 0,496 0,218 2,27 
Kalium. . i 0,450 0,130 3,46 
Natrium 0,796 0,187 4,26 
Magnesium ..... 0,296 0,146 2,03 
Calcium ...... 0,506 0,157 3,22 

~ 1,523 0,282 5,40 


Aus den beiden Tabellen ergibt sich, daB der Knorpel nicht wie 
die Plasmahaut der roten Blutkérperchen oder wie nach den jiingsten 
Untersuchungen von Michaelis (1) getrocknetes Kollodium und die 
Apfelschale generell Anionen oder Kationen zuriickhalt, sondern dab 
er, im ganzen schlecht permeabel, die einzelnen Ionen je nach ihrer 
Stellung in der lyophilen Reihe individuell mehr oder minder durch- 
laBt. Dieses Verhalten lieB sich noch weiter bestiatigen dadurch, dab 
die Dialyse nicht gegen Traubenzuckerlisung, sondern gegen Salz- 
lésungen vorgenommen wurde. Priift man die Permeabilitat einer 
Natriumsulfatlésung durch Knorpel gegen eine Natriumchloridlésung, 
so muB der Durchtritt des Sulfats héher sein als gegeniiber einer 
Dextroselisung, wenn die Behinderung durch eine Passageunfahigkeit 
des Kations bedingt wird. Der Versuch ergibt aber, daB das Verhaltnis 
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Sulfat auBen zu innen 11: 1 ist, also etwa das gleiche wie in Tabelle I. 
Ebensowenig wurde die Dialyse von Urat oder Phosphat dadurch ver- 
indert, daB als Innenfliissigkeit Na Cl-Lésung gewahit wurde. Auch die 
Wanderung der Kationen Ba und Ca konnte nicht beschleunigt werden, 
als ihren Chloriden statt Dextrose NaCl-Lésungen gegeniibergestellt 
wurden. 

Sehr auffallende Ergebnisse hatten Versuche, den Durchtritt von 
H und OH’ zu verfolgen. Als AuBenfliissigkeit dienten etwa n/1000 
HCl und H,SO,, NaOH und KOH. Die nach 48 Stunden an der 
Gaskette festgestellten Wasserstoffzahlen waren mit HCl 


auBen: 3,58; innen: 5,10; 
mit H,SO, 
auBen: 3,65; innen: 5,79. 


In anderen Versuchen wurden ahnliche Resultate erhalten, in 
seltenen Fallen war die Differenz erheblich geringer, betrug einmal 
sogar nur 0,25. Mit NaOH waren die Werte 


auBen: 7,73; innen: 6,27; 
mit KOH 
auBen: 8,33; innen: 6,50. 

In weiteren Versuchen wurden starkere und geringere Differenzen, 
herunter bis 0,3 beobachtet. Eine regelmaiBige Abhiangigkeit von der 
Reaktion der AuBenlésung konnte nicht festgestellt werden. So stellte 
sich in einem Versuch bei einem py 7,32 der AuBenlésung ein Innenwert 
von 5,50, ein zweites Mal bei py, 7,29 auBen fiir die Innenfliissigkeit 
die Zahl 7,00 ein. Jedenfalls handelt es sich um verschiedene Be- 
schaffenheit der Knorpelscheibchen. Im ganzen ist die Dialyse- 
behinderung der sonst beweglichsten H’ und OH’ sehr stark, zum Teil 
enorm, was wohl auf Reaktion derselben mit der Knorpelsubstanz 
und Verinderung des Gewebes zu beziehen ist. 

Auch die Dialyse von Nichtelektrolyten wurde untersucht, und 
zwar wurden als Typen der lipoidunléslichen Stoffe die Dextrose, als 
Vertreter wenig fettléslicher Kérper der Harnstoff und endlich als 
gut lipoidlésliche Substanzen Urethan und Aceton!) gewahlt. 


Es kamen wieder isotonische Lésungen des betreffenden Kd6rpers 
als AuBenfliissigkeit, physiologische NaCl-Lésung als Innenfliissigkeit 
zur Verwendung. Nach 48 Stunden erfolgte die quantitative Bestimmung 
innen und auBen, die bei der Dextrose polarimetrisch mit dem Landolt- 
schen Apparat, beim Harnstoff und Urethan durch Kjeldahlisieren, beim 


1) Aceton wird in wasseriger Lésung von den Paraffinhiilsen selbst in 
48 Stunden nur in Spuren durchgelassen. 
21* 
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Aceton nach Messinger-Huppert ausgetiihrt wurde. Die Ergebnisse ware), 
folgende (je zwei Doppelversuche) : 


Tabelle 111. 





Konzentration Konzentration 


auben innen Verhaltnis 


auBen : innen 
Proz. Proz. 


Dextrose ...... 3,67 0.33 11,12 
Hermstoff. ..... 4,01 0.25 16,04 
Urethan-N ..... 0,464 0,106 4,37 
a de I ee 1,89 113 1,67 


Es besteht also ein offenbarer Zusammenhang zwischen Lipoid. 
léslichkeit und Durchtrittsgeschwindigkeit der Nichtelektrolyte durch, 
den Knorpel, wie dies auch fiir die Zellmembranen nachgewiesen ist. 
Beim Aceton erfolgt in 48 Stunden ein fast vollstindiger Ausgleich, 
wahrend die Dialyse des Traubenzuckers auBerst langsam vor sich geht 


Es war noch die Frage zu entscheiden, ob die Permeabilitat des 
Knorpels durch Vorbehandlung mit oberflichenaktiven Substanzen 
zu erhéhen ist, wie Brinkman und van Dam dies fiir schlecht durch- 
gangige Membranen, z. B. aus formolgeharteter Gelatine zeigen konnten 
Es wurden daher Knorpelscheibechen fiir 24 Stunden zuniichst in 
Urethanlésung, in gesittigte, wasserige Tributyrinlésung eingebracht, 
hiufig umgeschiittelt und nach dieser Zeit griindlich abgespiilt und 
3 Stunden lang in oft gewechselter physiologischer NaCl-Lésung ge- 
wassert. Alsdann wurden sie in tiblicher Weise zu Versuchen ver- 
wendet. Doch ergab sich beim Durchtritt von Sulfat, Phosphat und 
Dextrose keine verwertbare Abweichung von den in den Tabellen 
niedergelegten Resultaten. 


Zusammenfassend kann nach diesen Versuchen gesagt werden, 
daB der normale Knorpel ein schlecht 7 ermeables Gewebe ist. Im einzelnen 
hangt die Durchtrittsgeschwindigkeit der Elektrolyte von der Stellung 
ihrer Ionen in den Ionenreihen ab, wihrend die Dialyse der Nicht- 
elektrolyte von ihrer Lipoidléslichkeit abhangt. 


Es interessierte weiter, ob Knorpel imstande ist, Salze an die 
u ende Lésung abzugeben. Man hat den Ausfall von Natriumurat 
am ‘Knorpel bei der Gicht so zu erkliren versucht, daB ein Austritt 
von Natriumsalzen und dadurch eine Léslichkeitsverminderung des 
Urats stattfinde. Doch war eine experimentelle Nachpriifung dieser 
Hypothese nicht erfolgt. Um sie auszufiihren, wurden die Extraktions- 
hiilsen mit Bodenéffnungen von etwa 2,5 qem versehen und nach 
dem Paraffinieren mit Knorpelscheiben beklebt. Als AuBen- und 
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Innenfliissigkeit wurden je 10 ccm destillierten Wassers oder je 10 ccm 
5proz. Dextroselésung verwendet. Es zeigte sich, daB die mit Peri- 
chondrium bedeckte Knorpelseite in 48 Stunden Kalium, Natrium, 
Calcium, Chlorid, Phosphat und Sulfat in analytisch nachweisbarer 
Menge nicht abgibt. Die verletzte Knorpelseite gibt an destilliertes 
Wasser wie an Dextroselésung Spuren von NaCl, kein Kalium, kein 
Calcium, kein Sulfat und Phosphat ab. Wurden diinn geschnittene 
Knorpelscheiben mit einem Trockengewicht von 0,280 g bzw. 0,289 g 
mit je 20ccm Dextroselésung geschiittelt und dann nach 48 oder 
72 Stunden die Léisung analysiert, so fanden sich in ihr 4 bis 5 mg-Proz. 
NaCl, kein Kalium, kein Calcium, eine Spur Sulfat, kein Phosphat. 
An eine 0,90proz. NaCl-Lésung gibt Knorpel keine Salze in nach- 
weisbarer Menge ab. 


Endlich wurden Versuche iiber die Quellbarkeit des Knorpels und 
ihre Abhangigkeit von Salzen, von Nichtelektrolyten und namentlich 
von der Reaktion angestellt, letzteres in der Hoffnung, ein begrenztes 
Quellungsminimum zu finden und dadurch das kolloidale System des 
ganzen Gewebes in bestimmter Richtung zu charakterisieren. 


In iiblicher Weise wurden Knorpelscheibchen mit FlieBpapier abge- 
trocknet, gewogen, fiir 24 Stunden in Lésungen eingelegt und hach Ab- 
tupfen mit FlieBpapier wieder gewogen. Die Versuche mit frischem Knorpel 
gaben aber keine verwertbaren Resultate, die QuellungsgréBe war in allen 
Fallen sehr gering und innerhalb oder zu wenig oberhalb der Fehlergrenzen 
der Methodik. Daher wurden die Knorpelstiickchen in spaiteren Versuchen 
vorsichtig bei 37° im Brutschrank 24 Stunden lang getrocknet, gewogen 
und nun in die Lésungen gebracht, um wie sonst weiter behandelt zu 
werden. 

Als Lésungen wurden verwendet je 10ccm destillierten Wassers, 
dem durch m/60 Phosphatpuffer oder Saure- und Laugezusatz bestimmte 
Reaktionen erteilt wurden, physiologische NaC]-Lésung eventuell mit Zusatz 
von 0,02 bis 0,05 Proz. CaCl,, Dextroselésung. 


Die Gewichtszunahme der Knorpelstiickchen betrug in den ver- 
schiedenen Versuchen 350 bis 400 Proz. des Ausgangsgewichts. Im 
gleichen-Ansatz mit Knorpel gleichen Ursprungs sind Schwankungen 
von 30 bis 40 Proz. zu beobachten, ohne daB hierauf Gewicht gelegt 
werden kénnte. Im Bereich der im Organismus iiberhaupt denkbaren 
Reaktionsschwankungen ist die QuellungsgréBe des Knorpels als 
konstant zu betrachten. Bei relativ stark alkalischer Reaktion — 
n/100 NaOH — steigt sie maBig an, bei verhaltnismaBig stark saurer 
Reaktion sinkt sie etwas ab. Ein umschriebenes Quellungsminimum 
ist nicht erkennbar. 


Tabelle IV gibt einen Versuch in destilliertem Wasser unter Zusatz 
von m/60 Natriumphosphat zur Reaktionsregulierung wieder. 
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Tabelle IV. 





oe : Endgewicht in 
Antangsgewicht Endgewicht tee ane 


mg mg Antfangsgewichts 


Pu 


7,72 | 56,6 195,7 346 
7,58 55,9 | 335 
7,34 62,9 358 
6,98 53,3 | 

6,60 32,6 333 
5,97 51,2 320 
5,81 67,3 330 
5,37 65,6 | 343 
5,26 103,3 340,2 | 330 


In einem ahnlichen Versuch unter Zusatz verdiinnter Natronlauge 
und Salzsiure betrug die Gewichtszunahme bei pg 9,47 414 Proz., 
Py 7,85 400 Proz., hielt sich von da iiber den Neutralpunkt hinaus bis 
zu einem py 4,70 um 360 Proz. mit den iiblichen Schwankungen und 
sank dann auf 320 bis 340 Proz. ab. In physiologischer NaCl, auch 
mit Zusatz von CaCl, in Glucoselésungen waren die Resultate die 
gleichen. So bewegte sich die QuellungsgréBe in Glucose mit m/60 
Phosphat von pg, 7,73 bis.4,87 zwischen 346 und 369 Proz. und fiel 
bei py 4,55 auf 309 Proz., bei p,, 4,13 auf 281 Proz. ab (primires Phosphat 
und freie Phophorsiure 64: 1). 

Im ganzen ist die Quellung des normalen Knorpels') eine ziemlich 
konstante, von aiuBeren Faktoren, wie sie biologisch eine Rolle spielen 
kénnten, unabhiangige GriBe. 

Diese Ergebnisse stehen im Gegensatz zu Befunden von Freudenberg 
und Gyérgy (2), die in Phosphatgemischen ein Quellungsminimum des 
Knorpels bei p, 5,3 fanden, auf beiden Seiten davon einen jahen Anstieg 
der Quellung, dem weiterhin wieder ein Abfall folgte. Worauf diese 
Divergenz der Resultate zuriickzufiihren ist, kénnen wir nicht erklaren, 
vielleicht ja auf die wesentlich verschiedene Versuchsdauer. 


II. Versuche an isolierten Kneorpelbestandteilen. 


Von isolierten Knorpelbestandteilen ist bekannt: das Chondromukoid 
(Mérner), das Albuminoid, das Glutin, die Chondroitinschwefelséiure und 


1) Bei einem Fall von Arthropathia deform. konnten inzwischen fast 
entgegengesetzte Befunde erhoben werden. Weiteres Material wird unter- 
sucht werden. 
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endlich Glykogen und Salze. Die folgenden Untersuchungen beschrinken 
sich auf diejenigen Substanzen, deren Anwesenheit fiir den Knorpel charak- 
teristisch ist. 

Das Chondromukoid wurde (nach den Prinzipien Mérners) hergestellt, 
indem etwa 5 g fein zerschnittener Knorpel 8 Tage lang bei 40° mit 75 ccm 
n/10 HCl ausgezogen wurden. Die Knorpelstiickchen wurden dann auf 
dem Filter séurefrei gewaschen und 3 Stunden lang in der Kalte, hierauf 
durch kurzes Aufkochen mit 50 ccm n/10 NaOH extrahiert. Der Extrakt 
wurde mit 1 n HCl vollstandig ausgefallt, die weiBe, flockige Fallung auf 
dem Filter griindlich mit verdiinnter HCl gewaschen, mit 1n NaOH 
gelést, der Riickstand durch Ausschleudern entfernt, die Lésung wieder 
mit 1 n HCl gefallt. Umfallung und Auswaschen wurden im ganzen dreimal] 
vorgenommen. SchlieBlich wurde der Niederschlag wieder in 1n NaOH 
gelést und mit 1n und n/10 HCl gegen Lackmus vorsichtig neutralisiert. 
Von dieser Lésung wurden je 2ccm in Reagenzglaser gebracht und mit 
n/100 HCl in abgestuften Mengen versetzt, dann mit n/10 und 1 n Séure. 
Die Reaktionen wurden an der Gaskette gemessen. Weiter wurden mit der 
Lésung die bekannten Fiallungsreaktionen angestellt. 


In Ubereinstimmung mit den vorhandenen Literaturangaben 
erwies sich das von uns dargestellte Chondromukoid fallbar mit Eisen- 
chlorid- und Kupfersulfatlésung, nicht fallbar mit Sublimat. Es erwies 
sich weiter, daB durch Sattigung mit NaCl eine Ausflockung eintritt, 
ebenso durch Eintragen von Ammonsulfat, und zwar beginnend bei 
einer Konzentration von 33 Proz. und vollstandig bei 50 Proz. Durch 
Kochen oder durch Alkoholzusatz konnte eine Koagulation nicht 
herbeigefiihrt werden. Phosphorwolframsiure + HC! fallt, Ferrocyan- 
kalium-Essigsiure nicht. Auf Zusatz von HCl trat Flockung auf bei 
Py etwa 3,1, die sich in breiter Zone bis py etwa 0,6 erstreckt. Das 
Maximum der Flockung liegt bei py etwa 1,9. Auf beiden Seiten des 
Fillungsbereichs sind Triibungszonen, die im Alkalischen bei p, etwa 4,0 
endet, wihrend auf der sauren Seite erst bei einer Salzsiurekonzentration 
von 5 Proz. eine viéllige Aufhellung eintritt. 


Das Chondromukoid ist also ein Ampholyt, das seinen isoelektrischen 
Bereich sehr weit im Sauren hat, verhiltnismaBig starke Sduwrenatur 
und sehr schwache basische EHigenschaften besitzt. Ob die Breite der 
instabilen Zone eine seiner charakteristischen Eigenschaften ist oder 
ob es sich um die Folge von Beimischungen handelt, die trotz der 
sorgfaltigen Priparation nicht entfernt wurden, laBt sich nicht ent- 
scheiden. 


Zur Darstellung des Albuminoids wurde nach zwei verschiedenen 
Methoden vorgegangen. Entweder wurden die Knorpelstiickchen so extra- 
hiert wie zur Gewinnung des Chondromukoids, der Riickstand des alkalischen 
Auszugs mit Wasser alkalifrei gewaschen und nun mit n/10 HCl in der 
Siedehitze erneut extrahiert. Oder es wurden die nativen Knorpelstiicke 
zunichst 24 Stunden mit n/10 NaOH digeriert, alkalifrei gewaschen, 
durch griindliches Auskochen mit Wasser von Glutin befreit und nun 
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das Albuminoid aus den Resten mit n/10 HC! in der Kalte und durch Auf. 
kochen herausgelést. 


Die neutralisierte Lésung des Albuminoids ist durch Siure oder 
Alkali nicht fallbar, auch nicht beim Erhitzen. Sie ist ferner nicht 
fallbar mit NaCl, Eisenchlorid, Kupfersulfat, Ferrocyankalium-Essig. 
siure, Sublimat-Salzsiure. Koagulation ist méglich mit Ammon. 
sulfat, Alkohol, Phosphorwolframsiiure + Salzsiure. Die Alkoho!- 
fallung ergibt ein von der Reaktion abhangiges Stabilitatsminimum, 
das bei einem py von etwa 6,4 liegt. Die hier nétige Alkoholkonzentration 
betragt nur 20 Proz. Auch die Fallung mit Ammonsulfat tritt schon 
bei niedriger Salzkonzentration auf, bei etwa 25 Proz. 


Das Glutin des Knorpels wurde dargestellt, indem fein zerschnittene 
Knorpelstiickchen zunaichst mit n/10 NaOH 48 Stunden lang digeriert 
und dadurch von dem Chondromukoid und der Chondroitinschwefel. 
siure befreit wurden. Sie wurden dann frei von Alkali gewaschen und 
hierauf mit Wasser in der Siedehitze der Leim ausgezogen. Die Eigen- 
schaften des Knorpelglutins sind mit denen der anderen Glutine 
identisch, es ist durch Schwermetallsalze und durch Ferrocyankalium- 
Essigsiure nicht faillbar, aber auch nicht durch Sublimat-Salzsaure. 
Durch Phosphorwolframsaure und Sulfosalicylsaure wird es koaguliert. 
Auf Zusatz verdiinnter Sauren zu einer neutralen Lésung tritt Fallung 


auf, die bei Anwendung von HCl ihr Maximum bei py 4,6 bis 4,5 aufwies. 
Die instabile Zone reichte .von py etwa 4,95 bis py etwa 4,1. Dal 
sich der isoelektrische Punkt des Knorpelglutins nicht vollstandig 
mit dem der Gelatine von 4,7 deckt, darf wohl nicht auf eine 
Wesensverschiedenheit bezogen werden, sondern ist eher eine Folge 
fremder Beimengtngen. 


Endlich wurde noch die Chondroitinschwefelséure nach Schmiede- 
bergs (3) Angaben als Natriumsalz isoliert. Zur Befreiung vom Glutin 
wurde besonders sorgfaltig vorgegangen, siebenmal umgefillt, so dal 
das Filtrat keine Spur von Biuretreaktion mehr gab. Es resultierte 
ein eben gelbliches Pulver, das in Wasser leicht léslich ist. Auf Saure- 
oder Alkalizusatz tritt keine Fallung auf, ebensowenig auf Zusatz von 
Phosphorwolframsaure —HCl und Ammonsulfat. Mit Alkohol sind auch 
verdiinnte Lésungen fillbar, und zwar ist die Fillbarkeit maxima! 
bei alkalischer Reaktion, so daB bei einem pg von etwa 10,5 75 Proz. 
Alkohol, bei > 11 40 Proz. Alkohol benétigt werden, um eine grob- 
flockige Koagulation zu erzielen. Diese Fillbarkeit bleibt bestehen 
auch bei Zusatz von 33 Proz. NaOH. Bei Reaktionen von py < 10 
sind erst hohe Alkoholkonzentrationen imstande, eine feinflockige Aus- 
scheidung herbeizufiihren, die langsam sedimentiert. Sie kommt auch 
bei stark saurer Reaktion noch hervor. 
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Mit Kupfersulfatlésung tritt Blaufarbung, aber keine Fallung auf. 
Es werden betrichtliche Mengen Kupfer in Lésung gehalten. Mit 
neutralem Eisenchlorid tritt ein Niederschlag auf. Da die freie Siure 
wegen ihrer Zersetzlichkeit nicht darstellbar ist, mubte sich die Unter- 
suchung der Chondroitinschwefelsaiure auf die Eigenschaften ihres 
Natriumsalzes beschranken. Um aber Aufschlu®B iiber die Grében- 
ordnung ihrer Dissoziationskonstanten zu erhalten, wurde an einer 
Lésung des Salzes die Pufferwirkung einer verdiinnten HC! gegeniiber 
gemessen. 

Es wurden je zwei Versuche mit zwei verschiedenen Praparaten vor- 
genommen. Die Salzlésung war unter der Annahme eines Molekulargewichts 
von 495,3 (Alzona) 0,002 mol. Je 2cem davon wurden mit abgestuften 
Mengen etwa n/100 HCl versetzt, mit ausgekochtem Wasser auf 7 ccm 
gebracht und dann ihre Reaktion an der Gaskette gemessen. In gleicher 
Weise wurden Ansiéitze mit Salzsiure und Wasser und 0,002 mol. NaCl 
hergestellt. Die folgende Tabelle V und Kurve ergibt die aus den Ver- 
suchswerten errechneten mittleren Resultate: 


Tabelle V. 





. Pu in chondroitin | . 
com 0/100 Cl scbwetelsaurem Natr. Pu 1 NaCl 





0 67 ioe 
0,01 6,56 5,87 
0,05 6,22 +84 
0,10 5.87 3,98 
0,30 4,50 3,46 
0,50 3.81 3,12 
0,80 3,29 2.96 
1,00 2,95 2.77 
Tragt man auf der Ordinate eines 2 4 


Koordinatensystems die gemessenen “¥ 
Py-Werte, auf der Abszisse die zu- 
gesetzten Siéiuremengen ab, so. er- 
hilt man daraus nebenstehende zwei 
Kurven, von denen die ausgezogene 
die Titration des chondroitinschwefel- 
sauren Natriums, die gestrichelte die 
entsprechenden Werte im NaCl dar- 














stellt. Es ergibt sich, daB das Bereich J comgyHC/ 
der intensivsten Pufferung, des gréBten eg aw “aw 
Abstandes zwischen NaCl-Werten und Abb. 1. 

: i ans Titrationskurve des chondroitin- 
denen in der Lésung des chondroitin- echwefeiecusen Datsuns. 
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schwefelsauren Natriums bei einer Reaktion von py, 6,2 liegt. Danach 
wire also der Chondroitinschwefelsiure eine Dissoziationskonstante iy 
dieser GréBenordnung zuzuschreiben und sie ihrer Starke nach zwischen 
die starkere Harnsiure und die schwiichere Kohlensiure einzureihen. 
Der gréBte Abstand in der Richtung der Abszisse betrigt zwischen 
den beiden Kurven 0,35ccm n/100 HCl = 1,75 ccm n/500 Siure. 
eine in Betracht der Methodik und der Unsicherheit des Molekular-. 
gewichts der Chondroitinschwefelsiure leidliche Ubereinstimmuny 
mit den der Berechnung nach zu jedem Ansatz verwendeten 2 ccm 
n/500 Saure. 


Von einigem Interesse war es schlieBlich noch, die Eigenschaften 
einer Lésung zu priifen, die ein Gemisch der verschiedenen Knorpel- 
bestandteile darstellt. Eine solche, durch Kochen des Knorpels mit 
Wasser bereitete Lésung, die Glutin, Chondromukoid und Chondroitin- 
schwefelsiure enthalt, wird als Chondrinlésung bezeichnet. Sie erwies 
sich fallbar mit Eisenchlorid, Kupfersulfat und Bleiacetat, ebenso mit 
Sulfosalicylsiure und mit Phosphorwolframsiure-HCl. Ammonsulfat 
erzeugte einen Niederschlag bei etwa 40 Proz. Siattigung, Alkohol bei 
einer Konzentration von etwa 70 Proz. Mit NaCl war auch bei Sattigung 
keine Fillung zu erzielen. Auf Zusatz von Natronlauge wird die ur- 
spriinglich leicht tribe Lésung vollig klar, auf Zusatz von 5 Proz. 
Essigsiure tritt Koagulation ein, die durch Eisessig oder noch leichter 
mit Salzsiure wieder in Lésung gebracht werden kann. Die Zone der 
gréBten Instabilitat (grobe Flockung) besteht zwischen py 2,5 bis 2,6, 
zu deren beiden Seiten breite Bereiche abnehmender Triibung vor- 
handen sind, auf der alkalischen bis p, 3,7, auf der sauren bis etwa 1,0. 
Die instabile Zone variiert in den einzelnen Versuchen um 0,1 bis 0.3 
in den py-Werten, offenbar ist die Zsammensetzung der Chondrin- 
lésung nicht immer gleich. 


Zusammenfassung. 


Die Permeabilitat des intakten Knorpels ist gering. Die Durch- 
trittsgeschwindigkeit der einzelnen Ionen hangt von ihrer Stellung in 
der Hojfmeisterschen Reihe ab, die der Nichtelektrolyte von ihrer 
Lipoidléslichkeit. 

Die Quellung des normalen Knorpels betragt etwa 350 bis 400 Proz. 
des Trockengewichts und ist von auBeren Faktoren, die biologisch eine 
Rolle spielen, unabhingig. Bei relativ stark alkalischer Reaktion 
findet ein Anstieg, bei stark sauren Werten ein Absinken der Wasser- 
aufnahme statt. 


Eine Ionenabgabe erfolgt bei intaktem Knorpel nicht. 
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Die einzelnen Bestandteile des Knorpels, Chondromukoid, Albu- 
minoid, Glutin und Chondroitinschwefelsiure werden namentlich nach 
ihren Fallbarkeitsbedingungen untersucht. Fiir die ersten drei werden 
charakteristische Stabilitétsminima festgestellt, die sich bei weit aus- 
einander liegenden Reaktionen befinden. Die Dissoziationskonstante 
der Chondroitinschwefelsaure wird ihrer GréBenordnung nach festgelegt 
und die Saure nach ihrer Starke zwischen Harnsiure und Kohlensaure 
eingereiht. 

Literatur. 

1) L. Michaelis und A. Fujita, diese Zeitschr. 158, 28; 161, 47, 1925. — 
2) BE. Freudenberg und P. Gyérgy, ebendaselbst 121, 131, 1921. — 3) Schmiede- 
berg, Arch. f. exper. Pathol. 28, 355, 1891. 








Nephelometrische 
Untersuchungen iiber fermentative EiweiSspaltung. V. 


Von 


P. Rona und H. Kleinmann. 


(Aus der chemischen Abteilung des pathologischen Instituts der Universitat 
Berlin, Charité). 


(Eingegangen am 5. Januar 1926.) 


Mit 3 Abbildungen im Text. 


I. Nephelometrische Methode zur Bestimmung der tryptischen Verdauung. 

1. In unserer dritten Mitteilung!) tiber nephelometrische Unter- 
suchung fermentativer FiweiBspaltung haben wir tiber eine Methode 
der Caseinbestimmung mittels der Chinidintriibung berichtet. Wir 
haben daselbst auch kurz die Anwendung der Caseinbestimmungs- 
methode fiir die Untersuchung tryptischer Verdauung beschrieben 
Da mit dieser Methode alle unsere weiteren Untersuchungen iiber 
Trypsin vorgenommen wurden und ihr Prinzip sich von dem der all- 
gemein zur Untersuchung der Trypsinwirkung benutzten Methoden 
(die meist auf der Bestimmung der Spa!tprodukte beruhen) unter- 
scheidet, -soll hier eine eingehendere Darstellung der Methode 
gegeben werden. 

Die Methode beruht auf der Bestimmung der Menge des noch 
ungespalten vorhandenen Substrats (Casein), die man durch Herstellung 
einer haltbaren, homogenen Triibung mittels Chinidins ermittelt. 

Dabei wird angenommen, da das, was durch die Chinidinreaktion 
erfaBt wird, das unabgebaute Eiwei® darstellt. 


1) Diese Zeitschr. 155, 34, 1925. 
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Die nephelometrische Methode der Trypsinwirkungsbestimmung ge- 
stattet in hochverdiinnten Lésungen zu arbeiten und schon hierdurch 
die Wirkung sekundiarer stérender Verunreinigungen zu umgehen. So 
liegt das Substrat (Casein) bei unseren Versuchen in einer Konzentration 
von 0,025 Proz. vor. Die Fermentlésung, die eine geniigende Spaltung 
dieser Konzentration in etwa 1%, Stunde bewirkt, ist eine filtrierte Auf- 
schlammung eines Pankreaspriparats im Verhaltnis | : 3000, die im Versuch 
noch zehnfach verdiinnt wird, also in einer Konzentration von 1 ; 30000. 
Ware die das Ferment tragende bzw. verunreinigende Substanz z. B. reines 
NaCl, das véllig in Lésung ginge, was beim Aufschlammen der das Ferment 
begleitenden Substanzen nie der Fall ist, so wire die endgiiltige Konzentration 
an NaCl etwa n/1750, welche Konzentration keinerlei EinfluB auf den 
Spaltungsvorgang ausiibt. Wenngleich die Eliminierung des Einflusses 
bei den unbekannten begleitenden Stoffen in diesen Verdiinnungen 
nicht bewiesen ist, so ist die relative Reinheit des Systems doch augen- 
scheinlich. 


Benutzt wurde stets das Nephelometer von Kleinmann (Schmidt und 
Haensch). 

2. Die Bestimmung der Trypsinwirkung wird so vorgenommen, 
daB in einem GefaB bestimmte Mengen von Natriumcaseinatlésungen 
mit Wasser, Puffer und Fermentlésung vermischt werden und die 
Mischung im Thermostaten der Spaltung tiberlassen wird. In be- 
stimmten Zeitabstainden werden der Mischung gleiche Volumina ent- 
nommen. Die entnommenen Portionen, in denen die Spaltung un- 
mittelbar mit der Entnahme unterbrochen wird, werden durch Ein- 
flieBenlassen in eine bestimmte Pufferlésung auf einen fiir die Analyse 
notwendigen py, gebracht und mit einem Triibungsreagens (Chinidin) 
versetzt. Die entstehenden EiweiBtriibungen werden dann mit einer 
Entnahme vor dem Fermentzusatz — die gleich 100Proz. gesetzt wird, 
da sie noch das ganze ungespaltene EiweiB enthalt — verglichen. Die 
Spaltung wird in Prozenten ausgedriickt. 


Die fiir den Versuch notwendigen Lésungen sind : 


1. Caseinlésung. Diese wird durch Lésen von 5 g Casein Hammarsten 
in 12cem n Natronlauge und Auffiillen der Lésung mit Aqua dest. zu 
2000 hergestellt. 


Wir lésen jetzt das Casein nicht, wie frither beschrieben, in Natriumacetat- 
lésungen, sondern verwenden die angegebene Lésung von Natriumcaseinat. 
Die Lésung, deren py nach der Herstellung etwa 8,82 ist, wird unter Toluol- 
zusatz im Ejisschrank aufbewahrt. Die Lésung zeigt nach einiger Zeit 
Triibung. Zum Versuch wird ein Teil durch quantitative Filter mehr- 
mals filtriert. Wird er nicht véllig klar, so schadet das nichts, da das Casein 
im Versuchssystem durch die Zugabe von Puffern sich véllig klar lést. 


2. Versuchspuffer. Als Puffer, den wir dem System zusetzen, ver- 
wenden wir je nach der gewiinschten Aciditaét Phosphatpuffer (p,, 5 bis 8) 
und Glykokollpuffer (py, 8 bis 10). Die Konzentration dieser Puffer darf 
nicht zu groB sein, denn einmal soll die Salzwirkung auf die Fermente nicht 
unnétig stark hervortreten und dann muB die Aciditét der Lésung durch 
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einen starker konzentrierten anderen Puffer nach der Spaltung auf die fiir 
die Analyse notwendige Aciditaét gebracht werden. Wir verwandten 
m/15 Puffer, deren Konzentration, da sie im Versuch auf etwa das Dreifache 
verdiinnt werden, im System etwa m/45 betragt. 


3. Als Vorlagepujffer, der die Entnahme auf den fiir die Analyse not. 
wendigen py, zu bringen hat, verwenden wir m/15 Phosphatpuffer. Die 
Aciditat der Lésungen, die fiir die Analyse etwa 7,8 sein soll, wird bei einer 
Spaltungsaciditét von etwa 7,5 bis 8,0 erhalten durch Anwendung eines 
Vorlagepuffers von 35,2 Volumenteilen sekundéren und 4,8 priméren 
Phosphats. p, dieses Puffers ist 7,78. Bei anderen Spaltungsaciditaten ist 
es notwendig, einen anderen Vorlagepuffer anzuwenden, um bei der Be- 
stimmung in den Lésungen eine Aciditét von etwa 7,8 zu erzielen. 


So verwandten wir bei einer Spaltungsaciditaét von 5,76 einen Vorlage- 
puffer von dem py 8,02 und erhielten in der Mischung p,, 7,78; bei einer 
Spaltungsaciditat von 7,78 wurde ein Puffer von 7,70 verwandt und ergab 
7,78; bei py 8,02 Spaltung, Vorlage 7,65; bei 9,5 Spaltung, Vorlage 6,7. 

Sollen variierende Aciditéten zur Spaltung benutzt werden, so ist der 
Vorlagepuffer zu erproben, der bei den spiter angegebenen Mischungs- 
volumina den p, der endgiiltig zu analysierenden Lésung auf etwa 7,8 


bringt. 


4. Chinidinlésung. Als Triibungsreagens dient eine heiB gesiattigte 
Lésung von Chinidinum hydrochloricum'). 

Die gesattigte Lésung muB, da sie sehr langsam auskristallisiert, nach 
ihrer Herstellung mindestens 12 Stunden lang gestanden haben. Zum 
Versuch wird ein Teil der Lésung abfiltriert. 


5. Als Ferment dienten, Aufschlammungen von Pankreatin Rhenania 
oder Pankreas dispert (Krause) in einer Konzentration 1 : 20 mit Aqua dest. 
Die Aufschlammung bleibt unter gelegentlichem Umriihren etwa 10 Minuten 
bei Zimmertemperatur stehen, wird dann filtriert und mit Aqua dest. 
verdiinnt. Die geeigneten Konzentrationen betrugen bei Spaltungen iiber 
30 Minuten 1 : 3000, bei Spaltungen iiber 2 Stunden etwa 1 : 8000. Da diese 
Fermentlésung im Versuchssystem noch etwa um das Zehnfache verdiinnt 
wird, betrigt die endgiiltige Konzentration etwa 1 : 30 000 bis 1 : 80000. 

Die Unterbrechung der Spaltung nach der Abnahme der Probe kénnte 
in verschiedener Weise erfolgen. Es kame ein AuBerkraftsetzen des Ferments 
durch Kalte, Hitze, Giftwirkung oder p,-Variation in Frage. Bei der 
Methode der peptischen Spaltung hatte sich als einfachstes Mittel die 
Neutralisation der sauren Lésung, in der das Pepsin wirkt, erwiesen. 

Hinsichtlich der Caseinwirkung hatten wir in unserer dritten Ver- 
éffentlichung mitgeteilt, daB bei Versuchen iiber 30 Minuten Spaltungszeit 
die Giftwirkung des als Triibungsreagens sofort hinzuzusetzenden Chinidins 
geniige, um die Spaltung zu unterbrechen. 

Bei spiteren Versuchen hatte sich die Notwendigkeit ergeben, 
die Trypsinspaltung anders zu unterbrechen, da bei Versuchen iiber 


1) Das Praiparat wurde uns von der Firma Zimmer ¢& Co., Vereinigte 
Chininfabriken Frankfurt a. M., freundlichst zur Verfiigung gestellt, 
wofiir wir der Firma hiermit unseren Dank aussprechen. 
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mehrere Stunden weder die Haltbarkeit der Chinidintriibungen noch ihre 
Giftwirkung ausreicht. Auch zeigte es sich als praktisch, die analy- 
tischen Messungen beliebige Zeit nach dem Fermentversuch vornehmen 
zu kénnen. 

Es wurde daher wie beim Pepsin versucht, die Unterbrechung durch 
Variation des py, vorzunehmen. Die Proben wurden zu 2,5 cem n/25 HCl 
zugesetzt, wodurch die Spaltung unterbrochen wurde. Bei der Analyse 
wurde dann die gleiche Menge n/25 NaOH und dann wie stets Puffer 
und Chinidinlésung hinzugefiigt. Die Chinidinwirkung geniigt im all- 
gemeinen, um wiahrend der Messungszeit die Wirkung des eventuell 
nicht zerstérten, bei der alkalischen Reaktion wieder wirksamen Ferments 
zu verhindern. Der durch Séure und Laugenzusatz vorhandene Salz- 
gehalt von n/200 — abgesehen von dem Puffer stért die Chinidin- 
bestimmung nicht. 


Trotzdem erwies sich die Unterbrechung durch Kochen als handlicher 
und zugleich sicherer, die Wiederwirkung des Ferments bei alkalischer 
Reaktion verhindernd. Durch HineinflieBenlassen der Probe in kochendes 
Wasser wird die Fermentwirkung sofort dauernd unterbrochen. 


Die Caseinlésungen flocken beim Kochen nicht aus. Jedoch andert 
sich die Beschaffenheit des EiweiBes mit der Kochzeit derart, daB die 
Triibungsreaktion mit Chinidin je nach der Kochzeit verschieden stark 
ausfallt. Die Triibungsreaktion von Caseinlésungen mit Chinidin ist bei 
gekochten Lésungen stirker als bei ungekochten. Diese Anderung der 
Reaktionsart erreicht aber bei einer Kochzeit von 6 Minuten ein Maximum, 
um dann konstant zu bleiben. Auch ist die Anderung der Reaktion bei 
verschieden konzentrierten EiweiB8lésungen véllig proportional, so daB die 
Proportionalitaét der Triibung mit der Konzentration durch das Kochen 
nicht beeinfluBt wird. 


Wir haben die Kochunterbrechung als geeignetste Unterbrechungsform 
fiir unsere Untersuchungen gewahlt. 

3. Zur Beschreibung der Methode sei ein Vergleich von zwei Ferment - 
lésungen, z. B. eines geschadigten und eines ungeschadigten Ferments, 
unter gleichen Bedingungen geschildert. 


Jeder Versuch wird in zwei Parallelen angesetzt. In je einen 
75cem fassenden MeB®zylinder werden 12,0 ccm Caseinlésung, 15 ccm 
m/15 Phosphatpuffer (beispielsweise bei einer Spaltung bei einem py 
von 8,02 ein Puffer, der aus 9,9 Teilen sekundaren und 0,1 Teil 
primaren Phosphats besteht) und Wasser zu 46 ccm einpipettiert und 
vermischt. Der Versuch soll 30 Minuten dauern und sieben Abnahmen 
enthalten. Es werden hierzu 28 groBe, etwa 25 ccm fassende Reagenz- 
glaser vorbereitet. Die Reagenzgliser sollen eine Marke bei 20 ccm 
Volumen tragen. Sie enthalten je 5cem Wasser und stehen in einem 
Wasserbad, das siedet. 


Nunmehr werden aus jedem MeBzylinder 10ccm entnommen, je 
4,5 ccm werden in ein Reagenzglas pipettiert und je 5,5 ccm verworfen. 
Bei dieser ersten Abnahme werden deshalb nicht 5ccm wie bei den 
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spiteren entnommen, weil die Systeme nunmehr durch Zugabe voy 
Fermentlésung verdiinnt werden. Die entnommenen Lésungen bleiben 
genau 6 Minuten in den Reagenzglisern im siedenden Wasserbad wn 
werden dann in kaltem Wasser abgekiihlt. Ebenso werden stets al\ 
folgenden Abnahmen behandelt. Sie bleiben 6 Minuten im Wasserbad 
und werden dann abgekiihit. Der Zusatz von Triibungsreagens dari 
erst nach vélligem Temperaturausgleich erfolgen. Die vier Med. 
zylinder, die vor der ersten Entnahme bereits in einem Wasserbad. 
thermostaten auf 37° vorgewirmt worden waren, werden nunmehr zy 
einer genau markierten Zeit mit je 4ccm der klar filtrierten, eben. 
falls vorgewirmten, zu vergleichenden Fermentlésungen versetzt und 
mittels Pipette durchmischt. In Abstanden von je 5 Minuten werden 
— mit je stets der gleichen Pipette — 5ccm aus jedem Meb. 
zylinder entnommen und in die kochende Vorlage gegeben. Nac! 
der siebenten Entnahme (nach 30 Minuten Spaltung) bleiben 10 ccm 
Fliissigkeit als Rest, die zur py-Bestimmung dienen. 


Die gekochten Entnahmen kénnen, sobald sie abgekiihlt sind, 
sofort analysiert werden oder kénnen zugestopft beliebig lange auf 
bewahrt werden. 


Zur Bestimmung kommen in die Reagenzgliser je 5ccm Phos. 
phatpuffer m/15, der die Aciditat der Lésung auf 7,78 bringen soll 

Zu der Mischung werden je 5ccm der kalten gesittigten Chinidin- 
lésung gegeben. Das Volumen der Mischung wird durch Auffiillen mit 
Wasser bis zur Reagenzglasmarke auf 20 ccm gebracht. 


Der Vergleich erfolgt im Nephelometer von Schmidt und Haensch 
innerhalb von etwa 45 Minuten gegen die erste Abnahme, deren Kon 
zentration gleich 100 Proz. gesetzt wird. Die Vergleichslésung wird 
zweckmabig auf die Nephelometeréffnung 20 gesetzt. Die Nephelo. 
meterablesungen verhalten sich umgekehrt proportional den Kon. 
zentrationen. 


Bei Spaltungen iiber 50 Proz. ist es zur Erhéhung der Genauigkeit 
zweckmibig, nicht gegen die Ausgangslésung, die 100 Proz. betragt 
sondern gegen eine halb so starke zu messen. 


Wir haben die Methode so gepriift, daB wir einen Modellferment 
versuch ohne Ferment durchgearbeitet haben, d.h. die Versuchs- 
anordnung glich véllig der beschriebenen, nur wurde statt wirksamen 
Ferments abgekochtes verwandt, und die Veranderung der Substrat- 
menge erfolgte nicht durch Fermentspaltung, sondern durch Variation 
der abgenommenen Menge. Die abgenommenen Mengen wurden s« 
gewahit, daB sie 90, 80, 70, 60, 50, 40, 30, 20 und 10 Proz. der Ausgangs- 
lésung betrugen. Die Modellspaltungen gingen also von 10 bis 90 Proz 
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be von Die Spaltungen von 60 bis 90 Proz. wurden nicht nur gegen die ‘i 
bleiben 100 Proz., sondern auch gegen eine 50proz. Ausgangslésung gemessen. 
ad und 





Den Verlauf des Versuchs zeigt Abb. 1. 
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Die gerade Linie der Abb. 1 stellt die theoretisch richtigen Werte 
dar. Die gefundenen Punkte weichen im Durchschnitt nur um 
einen Betrag von 1,6 Proz. von den theoretischen Werten ab. Nie- 
mals iibersteigt der Fehler 3 Proz. Die Werte tiber 60 Proz. schein- 
barer Spaltung werden genauer gegen die 50 Proz. und nicht gegen 
die 100 Proz. EiweifB. enthaltende Lésung als Vergleichslésung 
gemessen. 
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In diesen Fehlern sind die beim Fermentversuch unvermeidlichen 
Fehler beim Pipettieren, Mischen usw. mit enthalten. 






Die Priifung zeigt also, daB sich mittels der beschriebenen Methode 
der Verlauf einer tryptischen Spaltung in 0,025proz. Caseinlésungen if 
mit einer solchen Genauigkeit darstellen laBt, daB die Lage des einzelnen 
Kurvenpunktes mit einer Genauigkeit von rund 2 Proz. Fehler be- MS 
stimmt wird. 


Da ein bestimmter Anteil des Fehlers (der Stellfehler beim Nephelo- 
metrieren) konstant ist, so ist, wie uns zahlreiche Versuche lehrten, die 
Genauigkeit bei Spaltung um einige Prozente (also z. B. die Lage des 
ersten Kurvenpunktes) am geringsten. Auch die Messung der Spal- 
tungen iiber 70 Proz. werden infolge der geringen Triibung der 
Lésungen nicht mehr absolut zuverlassig. 
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Als Beispiel fiir die Methode seien Spaltungen angefiihrt, von 
denen die erste mittels Saiureunterbrechung, die zweite mittels Koch. : 
unterbrechung erhalten wurde. 
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Versuch 2. Caseinspaltung. Saureunterbrechung. Drei Parallel- 
versuche I bis III; je 12 cem Caseinlésung, 15 cem Puffergemisch, 46 ccm 
destilliertes Wasser; dann je 4ccm Fermentlésung (1: 7000). In den Vor- 
lagen: 2,6cem n/25 HCl (zur Unterbrechung), 2,5cem n/25 NaOH, 
5eem Pufferlésung, 5 ccm Chinidinlésung. 








Min = Ill = Verglichen mit 


0 Nephelometerablesung, Durchschnitt 20 20, A 20 
_ Spaltung, Proz 








15 Nephelometerablesung, Durchschnitt 25,1 | 25, 20 





_ Spaltung, Proz...... 

30 Nephelometerablesung, Durchschnitt 29,4 20 
Spaltung, Proz 31,7 
Nephelometerablesung, Doschesbniss 353 35,0 | 
Spaltung, Proz é 42.7 
N ephelometerablesung, Durchschnitt 314 | 30,7 
Spaltung, Proz a 53,1 
Nephelometerablesung, Durchschnitt 31,0 | 30,0 | 
Spaltung, Proz meme : 665 
Nephelometerablesung, Durchschnitt 30.55 32,0 
|Spaltung, Proz 77,1 
Nephelometerablesung, Durchschnitt 34,6 | 36,0 
rae 86,2 





Versuch 3. Caseinspaltung. Unterbrechung durch Kochen. Vier 
Parallelversuche I bis IV. Je 12 ccm Caseinlésung; 15 ccm Puffer, 46 cem 
destilliertes Wasser; dann je 4ccm Fermentléstng (1: 7000). In den Vor- 
lagen: 5cem destilliertes asser, 5ccem Puffer, 5cem Chinidinlésung. 





Mn. or Il IV Verglichen m't 


0 Nephelometerablesung, Durchschnitt | 20.0 20,0 | 20.0 20,0 20 
Spaltung, Proz. —f | | — 
Nephelometerablesung, Durchschnitt 245 24,6 24,3 | 24.4 20 
Spaltung, Proz 18,0 

Nephelometerables ung, Durchschnitt 28,5 | 28,6/28,4/280 
Spaltung, Proz 30,07 
Nephelometerablesung, Durchschnitt 
Spaltung, Proz ay, a 42.0 
Nephelometerablesung, Durchschnitt _ 32,3 | 32,0 | 32,2 | 32,3 
Spaltung, Proz. 53,2 

. Nephelometerablesung, Durchschnitt 34,6 35,1 32,8 32.5 
Spaltung, Proz. . 
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Versuch 3 (Fortsetzung). 





Min, I Il Il IV Verglichen mit 


120 Nephelometerablesung, Durchschnitt || — 18,9 20,5 25.0 5 
Spaltung, Proz 80,0 

150 Nephelometerablesung, Durchschnitt | 34,6 33,9 34,0 34,1 
Gpaltumg, Pros... - 2.6. 5 ses 85,2 


Die Punkte der Abb. 2 wurden aus dem Durchschnitt von drei 
Parallelversuchen, die Punkte der Abb. 3 aus dem Durchschnitt von 
vier Versuchen entnommen. Die Tabellen zeigen die Ubereinstimmung 
der einzelnen Parallelversuche. 

Beide Arbeitsformen ergeben Kurven, die dem Verlauf einer 
monomolekularen Umsetzung entsprechen. Es wird hierauf in der 
Arbeit iiber Trypsinkinetik genau eingegangen werden. 


IL. Beziehungen zwischen Trypsinstabilitit und Wasserstoffionen- 
konzentration. 


Bei Versuchen iiber Kinetik der Trypsinwirkung wurde beob- 
achtet, daB bei Kurven, die einen Fermentversuch von 2 bis 2! Stunden 
darstellten, eine weit stirkere Abflachung des Kurvenverlaufs zu 
finden war als bei gleichartigen Versuchen, bei denen (bei gleichem 
Umsatz) die Spaltung nur eine halbe Stunde dauerte. Die Vorstellung 
war naheliegend, daB diese Abnahme der fermentativen Wirksamkeit 
mit der Zeit neben anderen Faktoren durch eine Schiadigung bedingt 
ist, die das Trypsin durch die Bedingungen des Milieus (Verdiinnung, 
Temperatur, lonenkonzentration usw.) erfihrt, die bei Versuchen 
iiber lingere Spaltungszeiten stirker hervortreten miissen als bei 
kurzdauernden Versuchen. Es wurde daher diejenige Schidigung, dic 
Trypsin in einer Lésung durch einfaches Stehenlassen bei der gewiahlten 
Versuchstemperatur (40,0°) erfihrt, unter Variation des Ferment- 
praparats, der Zeit und vor allem der Aciditat der Lésung zum Gegen- 
stand einer Untersuchung gemacht, deren Resultate hier mitgeteilt 
werden. Es zeigte sich, um das Ergebnis vorwegzunehmen, dai 
Trypsinpraparate verschiedener Herkunft (Pankreatin Rhenania, 
Pankreas dispert, Krause) die gréBte Bestiindigkeit bei einer stark 
sauren Reaktion (py 1,7) zeigten, so daB einstiindiges Stehen des 
Ferments bei dieser Reaktion so gut wie keine Schidigung bewirkte. 
Bei weiterer Steigerung der Aciditiét nahm die Stabilitét des Enzyms 
jedoch wieder ab; ebenso bei zunehmenden Reaktionen nach. der 
alkalischen Seite hin. 
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Es wurden auch Untersuchungen iiber den EinfluB verschiedener 
Salzlésungen (von Puffern) sowie iiber den EinfluB von Leitungs- 
und destilliertem Wasser angestellt. 

Zur Bestimmung der Trypsinwirkung bedienten wir uns der voran- 
gehend geschilderten nephelometrischen Methode. 


Die Versuche wurden in der Weise angestellt, daB zunichst ein 
groBerer Vorrat einer Caseinlésung (mit dem entsprechenden Puffer) be- 
reitet wurde. Einen Teil davon versetzte man mit der Fermentlésung un- 
mittelbar nachdem diese hergestellt war, einen anderen Teil erst nachdem 
dieselbe Fermentlésung bei 40° eine Stunde gestanden hatte. So wurde 
die Wirkung der betreffenden Fermentlésungen auf das gleiche Substrat- 
system beobachtet. Als solches diente im allgemeinen eine Mischung von 
120 cem Caseinlésung — wie oben beschrieben hergestellt — dazu 150 ccm 
m/15 Phosphatpuffer von p, etwa 7,8 und destilliertes Wasser zu 460 ccm. 
Zu diesem Gemisch wurde bei Versuchen, die die Abhangigkeit der Trypsin- 
stabilitét von der Wasserstoffionenkonzentration untersuchten, vor der 
Auffiillung mit Wasser diejenige Aquivalentmenge an Natronlauge gegeben, 
die dem Gehalt an Séure der zum Versuch verwandten Fermentlésung 
entsprach. Hierdurch wurde eine Verschiebung der H-lonenkonzentration 
des Spaltungsversuchs durch die bei verschiedenen Versuchen variierende 
Aciditét der Fermentlésung ausgeschlossen. Im Versuchssystem selbst 
entstand dadurch nur eine gewisse Menge NaCl, die aber bei dem Vergleichs- 
versuch (mit sofortigem Fermentzusatz) die gleiche war wie in dem Versuch, 
wo das Ferment erst nach Jangerem Stehen zugefiigt wurde. 

Von dem Substratsystem wurden fiir jeden Versuch 46 ccm yerwandt, 
und es wurden, da stets in Parallelversuchen gearbeitet wurde, zweimal 
46cem angesetzt. Die gleiche Menge wurde fiir die Versuche mit dem 
geschadigten’* Ferment angewandt. Da bei jedem Versuch stets zwei 
verschiedene Trypsinpraparate oder zwei verschiedene Aciditéten mit- 
einander verglichen wurden, so brauchte man fiir jede Versuchsreihe 
8 x 46 = 368ccm Substratgemisch. —- Die Menge von 46 ccm erméglichte, 
in jedem einzeinen Versuch die fermentative Spaltung durch sechs Be- 
stimmungen zu verfoigen, da fiir jede Bestimmung eine Abnahme von 
5eem nétig war. Bestimmt wurde die Spaltung nach 0, 15, 30, 60, 90 
und 120 Minuten. 

Die bei der Untersuchung benutzten Fermentpriparate waren 
Pankreatin Rhenania und Pankreas dispert der Krause medico A.-G.'). — 
1g Fermentpulver wurde zunichst mit 20 ccm destillierten Wassers von 
Zimmertemperatur angeriihrt; die Aufschwemmung blieb unter gelegent- 
lichem Umriihren bei Zimmertemperatur 15 Minuten stehen und wurde 
dann durch ein quantitatives Filter filtriert. 1 cem des Filtrats wurde mit 
destilliertem Wasser auf 100 ccm verdiinnt und diese verdiinnte Lésung 
im Wasserbad auf 40° vorgewarmt, damit sie nach Zugabe der entsprechenden 
Verdiinnungsfliissigkeit sofort dem Substratgemisch zugegeben werden 
konnte. Als Verdiinnungsfliissigkeit — die ebenfalls auf 40° vorgewarmt 
war — wurde in einer Reihe von Versuchen Salzsiiure von einer solchen 
Normalitat gewahlt, daB die endgiiltig verdiinnte Fermentlésung diejenige 


1) Beiden Firmen sei fiir die freundliche Uberlassung der Praparate 
unser bester Dank ausgesprochen. 
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Aciditaét hatte, bei der ihre Stabilitat gepriift werden sollte. Die endgiiltive 
Fermentveriidnnung war etwa 1 : 7000. — Die endgiiltige H-Ionenkonzen 
tration der Fermentlésung wurde stets durch Messung an der Gaskett« 
ermittelt. 

Unmittelbar nach Zufiigen der Verdiinnungsfliissigkeit (also Salzsaure. 
oder eine Pufferlésung, Leitungs- und destilliertes -Wasser) wurden je 
4,0cem der Fermentlésung entnommen und zu je einem Substratsysten, 
zugefiigt, dessen Spaltung dann nephelometrisch verfolgt wurde. 

Die iibrige Menge des Ferment-Saure- (oder Ferment-Puffer-) Gemischs 
blieb im Thermostaten bei 40° genau 60 Minuten stehen; nach dieser Zeit 
wurden ebenfalls 4 ccm entnommen und -— wie in den Parallelversuchen 
dem Substratsystem zugefiigt, und nun die Spaltung nephelometriscl 
verfolgt. Verschiedenheiten im Spaltungsverlauf vor und nach dem ein- 
stiindigen Stehen der Fermentlésung miissen demnach auf die Veranderung, 
die das Ferment bei dem einstiindigen Stehen erleidet, zuriickgefiihrt werden. 


Im folgenden seien die Versuche wiedergegeben, die bei Variation 


der H-lonenkonzentration ausgefiihrt wurden. Die Versuche erstrecken 
sich von einem py von 1,06 bis zu einem py von 12,5. 


Versuch 1. Fermentpraiparat I: Pankreatin Rhenania. A: nach so- 
fortigem Fermentzusatz. B: nach einstiindigem Stehen des Ferments bei 
einem py von 1,07. —- Fermentpraparat II: Pankreas dispert (Krause). 
A: Nach sofortigem Fermentzusatz; B: nach einstiindigem Stehen des 
Ferments bei py 1,09. 


Tabelle 1. 





IB IB 
Verglichen mit 
7,30 7,30 
Nephelometerablesung . 20, 20,0 | 20,0 | 20 
_ Spaltung, an, ss a « _— — 
Nephelometerablesung . | 290) 31,5 20 (1A = 15) 
Spaltung, Proz. .... $32 475 310 365 
Nephelometerablesung . 308 41,5 33,2 39,6 


Spaltung, Proz, .... 51,3 | 638 | 39,7 | 494 


Nephelometerablesung . 35.0 38,5 36,0 |) 23,5 


Spaltung, Proz. .... 57,2) 663 | 444 575 
Nephelometerablesung . 28,0 19,0 | 32,6 75 


Spaltung, Proz, .... 642) 73,7 539) 633 


Nephelometerablesung . | 31,0 25,5 34,8 33,0 
Spaltung, Proz. ... . | 67,7 | 808 569 | 69,7 


Fermentschidigung von Pankreatin Rhenania bei pg 1,07 etwa 
17,1 Proz., von Pankreas dispert (Krause) bei py 1,07 etwa 13,5 Proz. 
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Versuch 2. Fermentpraparat I und II wie im Versuch 1. A: Nach 
sofortigem Fermentzusatz; B: nach einstiindigem Stehen des Ferments bei 
Py 1,07 (bei I) bzw. 1,06 (bei II). 







































Tabelle II. 
Min. _ | mA AL = whe Verglichen mit : 
‘Pu732) 731 | 733 | 7.32 ' 
0 | Nephelometerablesung . | 20,0| 195 | 20,2) 202 20 
| Spaltung, Proz. —{j;—{—|{— ; 
15 || Nephelometerablesung . 26,3 | 27,9 | 27,7 | 263 20 4 
E Spaltung, Proz. 240 | 27,0 | 278 | 240° . 
30 || Nephelometerablesung . 32,2 | 31,2 | 296 | 28.9 | 20 } 
| Spaltung, Proz. | 37,9 | 358 | 324] 308 | 
60 | Nephelometerablesung . | 39,0 | 37,7 | 365 | 345) 20 
'Spaltung, Proz. .... | 48,7| 470| 452! 421; — 
9 t Nephelometerablesung . 36,4 | 35,8 | 31,7 | 30,2 15 
Spaltung, Proz. 58,8 | 58,1 | 526 | 504 
120 2 Nephelometerablesung . 309 336 | 228 27,0 Al BI = 10 
| Spaltung, Proz. 67,6 643 | 56,1 | 55,5 
Fermentschadigung von Pankreatin Rhenania bei p, 1,07 etwa le 
9,5 Proz., von Pankreas dispert (Krause) bei py 1,06 etwa 11,7 Proz. 
Versuch 3. Fermentpraparat I und II wie im Versuch 1. A:{ Nach so- 





fortigem Fermentzusatz; B: nach einstiindigem Stehen des Ferments bei 
Py 1,59 (bei I) bzw. 1,60 (bei II). 
Tabelle 111. 












IA 
Pu 7.62 





Min. | 


———EEE 








1A 
7,66 


7,65 





Verglichen mit 



















0 | Nephelometerablesung . 20 19,6 | 200 198 20 : 
_Spaltung, Proz. - |. —_|- — 
15 | _ Nephelometerablesung a 25,5 28,1 - 26,1 285 a _ 20 
_ Spaltung, Proz. 215 | 28,8 | 234 298 . 
30 | Nephelometerablesung . 31,5 | 34,5 | 30,1 | 33,9 20 
| Spaltung, Proz. 36,5 420| 335 41,0 
ae ee Ee er ee = — —-——-_— a 
| Alu. l= 15 
60 | Nephelometerablesung 2 32,3 ~ _— ant ho - 
Spaltung, Proz. 53,6 | 61,6 | 51,7 614 
i vee Ered ft Be —<— 
90 Nephelometerablesung . 891 431 405 421 sie Ag=8 

















| Spaltung, Proz. . . 66,8 | 722 630 715 
120 _Nephelometerablesung . 36,4 | 418 333) 39.9 10 
| Spaltung, Proz. 25 | 760 700, 750 





Fermentschadigung von Pankreatin Rhenania bei p, |,59 etwa 4.8 Proz., 
von Pankreas dispert (Krause) bei p, 1,60 etwa 3,0 Proz. 
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Versuch 4. Fermentpraparat I und IT wieim Versuch 1. A: nach sofortigem 
Fermentzusatz; B: nach einstiindigem Stehen des Ferments bei p,, 1,64 (bei |) 
bzw. 1,66 (bei IT). Tabelle IV. P 


IA 1A IB 1B 
Min. Verglichen mit 


Pu7.4 7,50 | 7,54 | 7,49 





0  Nephelometerablesung . 19,6 198/ 199 194 20 
Spaltung, Proz. ... . — _ — — 

15 Nephelometerablesung . 29,4 | 30,0 29,6 | 31,8 20 
Spaltung, Prov. .... 320 33,4 | 324 | 37,0 

30 | Nephelometerablesung . 36,5 | 40,5 | 31,1 | 39,3 20 
Spaltung, Proz. .... 45,2 | 51,6 | 35,7 49,1 


60 | Nephelometerablesung . 35,0 | 38,2 328 34,0 A 


thmr 


Spaltung, Proz. .... | 62,8 686 | 54,3 | 64,7 
90 Nephelometerablesung 35,0 35,3 33,1 304 pin 6 Ae 7g 
Spaltung, Proz. ... 77,2 80,2 698 77,0 
120 Nephelometerablesung . | 33,3 30,2 32,9 25,2 Al= 3 atl= + 91 
=s @ 


| Spaltung, Proz. .... | 850 868 78,7 84,1 

Fermentschidigung von Pankreatin Rhenania bei p, 1,64 etwa 
12,1 Proz., von Pankreas dispert (Krause) bei py, 1,66 etwa 6,3 Proz. 

Versuch 5. Fermentpraparat I und II wie im Versuch 1. A: Nach 
sofortigem Fermentzusatz; B: nach einstiindigem Stehen des Ferments § jj 
bei py 1,73 (I und I). Tabelle V. (I 











1A | NA | IB / MB 


Min. ————————} —_ —____—s«- Veergilichen mit ! 
Py 7.58} 7,54 7,61 | 7,58 
0 _Nephelometerablesung . | 200, 200 204 20.0 20 
| Spaltung, Proz. ....) — — _ — 
15 | Nephelometerablesung . 26,8 | 284 27,6 | 26,9 20 
_| Spaltung, Proz. . . . . || 25,3 | 205 | 27,5 | 25,6 
30 |_Nephelometerablesung . | 32,8 | 38,5 | 30,1 | — 20 
_Spaltung, Proz. . | 39,0 | 484 33,5 | — 
} ; Al=15, All =13 | 
; 60 | Spelt | 38,0 43,0 | 32,7 | 38,2 eS ee zB 
} Spaltung, Proz. .... | 605 698 | 54,1 | 67,6 
Hl 90 Nephelometerablesung . 364 | 37,6 29,1 382 At= 10, Ad= 7 | 
i = . r = 10, = 
i Spaltung, Proz. ... . | 72,5 | 81,4 | 65,6 | 77,0 
f. 120 Nephelometerablesung . 39,0 40,9 290) 353 Alas 7. All= § l 


“Spaltung, Proz. ... . | 82,1 | 87,8 75,9 | 858 
Fermentschidigung von Pankreatin Rhenania bei p, 1,73 etwa 
9,1 Proz., von Pankreas dispert (Krause) bei py 1,73 etwa 5,7 Proz. 
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ofortigem Versuch 6. Fermentpraparat I und II wie im Versuch 1. A: Nach soforti- fe | 
,64 (bei 1) Fem Fermentzusatz; B: Zusatz nach einstiindigem Stehen des Ferments bei : ; 
Pu Is 76 (I oder — Tabelle v 1. i 
ee yee an TA nA | IB 1B ‘ 
chen mit Min. Verglichen mit 
Pu7o7 7,69 7,70 7,75 
20 0 | Nephelometerablesung . 20,0 200) 200) 19,6 20 . 
Spaltung, Proz, ...-  — ;— | — —_ , 
20 15  Nephelometerablesung . 23,9 21,2 | 23,8 | 225 20 7 
Spaltung, Proz, .. .. 163 |) 57) 160) 1}1 ry 
20 30 Nephelometerablesung . 37,1 | 25,9 | 30,5 | 253 20 F : 
Spaltung, Proz. .... | 46,1) 22,7 | 344 210 ‘e 
.All=12 § 60 Nephelometerablesung . 41,9 32,7 35,1 29,7 Al=15,All==2 aS. 
. B= 12 | BIl=20,BI » : 
Spaltung, Proz. .... 69,2 38,7 57,3 | 326 
.Atl= 7 § 9 Nephelometerablesung . 41,2 | 40.9 393 37,9 Al=10,All= 20 
Bil== 7 B I= 10, B Il = 20 & 3! 
Spaltung, Proz. . . . . . 75,7 510 746 47,3 i 
= 20 oN ‘ 38.2 | 343)! 3 Al= 6 All=15 HR. 
: Ag = ‘ 120 Nephelometerablesung i 30,7 38, 34,3 344 ot OeEsh ee 
Spaltung, Proz. .... 804 60,7 | 826 564 i 
4 etwa Fermentschidigung von Pankreatin Rhenania bei py, 1,76 etwa 6 
Z. 10,1 Proz., von Pankreas dispert (Krause) bei py, 1,76 8,5 Proz. 
A: Nach Versuch 7. Fermentpraiparat I und II wie im Versuch 1. A: Nach sofor- i 
erments § tigem Fermentzusatz; B: nach einstiindigem Stehen des Ferments bei py 2,05 Bu 
: rte 
a (bei I und II). Tabelle VII. i 
; - ae ‘T1a | ma IB HB oe 
nen mit Min. Verglichen mit ij 
Pu783 7.77 | 7.72 | 7,30 f 
0 0 Nephelometerablesung . ' 20,1 200 | 200 — 20 fh 
__ Spaltung, Proz, ....) — —_ |j|— — | 
U 15 Nephelometerablesung . 22,6 | 23,6 22,0 21,8 20 a 
Spaltung, ke os i 15,3 9,1 8.2 : tT 
D 30 Nephelometerablesung . 248 | 27,7 | 23,9 | 24,7 20 : 
‘Spaltung, Proz, .... 19,3 | 278) 164 19,0 
biti | 60  Nephelometerablesung . 31,4 | 38,3 | 27,9 30,7 20 4 
Spaltung, Proz. .... 363 | 478 | 284 348 *T 
All= 7 90 Nephelometerablesung . 39,2 38,9 33,1 405 Al=2, All 15 , 
Bil= 8 § | B I= 20, B [l= 20 ’ 
__ Spaltung, Proz, .... 49,0 614 395 50,7 4 
All= 5 — 120 Nephelometerablesung . 35,0 39,1 385 364 Al=15,All=22 
Bil= 5 y : B I= 20, B H-=15 ; 
Spaltung, Proz, .... 582) 693 481 582 : 
etwa Fermentschadigung von Pankreatin Rhenania bei p,, 2,05 etwa f 
18,2 Proz., von Pankreas dispert (Krause) bei py, 2,05 etwa 22,2 Proz. : 
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Versuch 8. Fermentpraiparat I und II wie im Versuch 1. A: Nach so- 
fortigem Fermentzusatz; B: nach einstiindigem Stehen des Ferments be; 
Py 2,05 (I und II). Tabelle VIII. 

IA IA IB 1B 


Min. ————  Verglichen mit 
|Py 7,61 7,58 7,53 7,58 





0 | Nephelometerablesung . | 20,0 | 20,3 | 20,0 203 20 
ee ii. ss ho bo 1 i | 

15  Nephelometerablesung . | 24,3 25,9 233) 248 
Spaltung, Proz. . ... | 17,7 | 228| 141 | 194 
Nephelometerablesung . | 26,9 30,5 | 25,5 | 29,5 


Spaltung, Proz, . . . | 25,7 344 | 21,5 | 32,2 | 


60 | Nephelometerablesung . | 36,9 | 32,6 31,7 319 
Spaltung, Proz. .... |) 44,3) 540 | 349 529 
90  Nephelometerablesung . 35,6 | 36,7 28,6 


Spaltung, Proz. .... | 57,8 67,3| 47,6 | 65,2 
Nephelometerablesung . 37,4 41,5 349 | 38,2 


Spaltung, Proz. .. .. 67,8) 759 580) 738 
Fermentschidigung von Pankreatin Rhenania bei py, 2,05 etwa 
20,1 Proz., von Pankreas dispert (Krause) bei p, 2,05 etwa 2,71 Proz. 


Versuch 9. Fermentpriaparat: Pankreas dispert (Krause). A: Nach so- 
fortigem Fermentzusatz; B: nach einstiindigem Stehen des Ferments, I bei 


Py 1,67, IT bei py 2,56. - Dabelle 1X. 


Al All BI 





Min. Verglichen mit 


Pu 7.65) 7,83 


l 


0  Nephelometerablesung . | 20,6, 200; — | 200 
Spaltung, Proz. . . 7 em -- - 
15 | Nephelometerablesung . | 30,9 4 306 | 27,6 
ros. .... || 353 346 | 275 
30  Nephelometerablesung . 35,9 35,9 | 31,7 
Spattung, Proz...... 443 | 44,3 | 36,9 
60 - Nephelometerablesung 5 31,7 26,6 


Spaltung, Proz. ‘abe 68.4 | 55.2. 
90  Nephelometerablesung . | 21,3 


Spaltung, Proz. ... . 76,6 | 71 
Nephelometerablesung .  — | 


| 27,7 | 
Spalt ung, Proz. ~eeel — | 810] B26) 78,5 
Fermentschaidigung von Pankreas dispert (Krause) bei py 1,67 etwa 
3,4 Proz., bei pg 2,56 etwa 4,2 Proz. 


1 
36,9 


> 
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Versuch 10. Fermentpraparat: Pankreas dispert (Krause). A: Nach so- 
fortigem Fermentzusatz; B: nach einstiindigem Stehen des Ferments, I bei 





» 1,54, IL bei py 2,02. Tabelle X. 
Al All BI BI 
Min. Verglichen mit 
Pu762 7,81 7,72 | 7,81 
0 | Nephelometerablesung . 20,0 20,4 | 205 | 203 20,0 
Spaltung, Proz. . .. . _ —|— ye 
15 , Nephelometerablesung . 31,4 | 27,3 | 28,0 260 20,0 
Spaltung, Proz. .. .. 36,2 | 26,7 | 286| 230 
30 - Nephelometerablesung . 344 | 304 303 286 20,0 


Spaltung, Proz. .... 41,7 34,2 | 34,0 | 30.0 





60 | Nephelometerablesung . 33,1 29,0 404 360 Al=15,All=15 
ean . B l= 20, B I= 20 
Spaltung, Proz, .... 54,6 | 483| 504 444 

0 . | | 325 AI=10,AN=122 
Nephelometerables ung 29,4 | 28,0 | 38,3 | 32,5 pia is oe=8 
Spaltung, Proz. .... 66,0 | 57,1 608 53,8 

120  Nephelometerablesung . 26,1 | 32,0 31,1 25,7 Al= 8&8 All=10 

BI=10, B Il=10 


Spaltung, Proz. .. . 69,3 688 67,8 61,0 
Fermentschadigung von Dideeen dispert (Krause) bei Pa 1,54 etwa 
9,1 Proz., bei py 2,02 etwa 7,5 Proz. 
Versuch 11. Fermentpraparat: Pankreas dispert (Krause). A: Nach so- 
fortigem Fermentzusatz; B: nach einstiindigem Stehen des Ferments, I bei 
Py 2,59, IT bei py 4,53. Tabelle XI. 





Al All BI BIl 

















Min. I siiieanipedanen Verglichen mit 
* nm Pu7.76 781 7,71 781 i 
0 Nephelometerablesung 20,0 203 200 | 204 20,0 
Spaltung, Pt. wie ss earth eos | — “— 
15 | Nephelometerablesung . 29,7 264)! 27,9 | 256 20,0 
| Spaltung, Proz. . .. . 32,7 | 242 | 283 218 
30 ‘Nephelometerablesung . 31,8 | 285 | 30,3 | 266— 20,0 
| Spalvung, Proz. ... -| 37,1 | 29,7 | 34,0 | 247 
} Al= 15, All= 2 
60 I) siti, edieeonempementntan ‘ Hannes 36.2 31,2 | 30,3 pi= 3 6e= 4 
| Spaltung, Proz. .... 60,7 | 446 | 51,9 | 34,0 
iN Al=10, All=13 
90 ete. es aor ; a 325 30,8 | 35,9 ne 4s 
| Spaltung, Proz. .... | 740| 600| 675 | 443 
—_——— Se 
120 | Nephelometerablesung . | 30,7 | 282 195 | 332 Ala s A n= 8 


744 54,8 


| Spaltung, Proz. .... | 83,7 | 71,6 


Fermentschidigung (Pankreas dispert) bei py 2,59 etwa 9,5 Proz., 
bei py 4,53 etwa 22,7 Proz. 
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Versuch 12. Fermentpraparate I: Pankreatin Rhenania; II: Pankreas 
dispert (Krause). A: Nach sofortigem Fermentzusatz; B: nach ein- 
stiindigem Stehen des Ferments I bei Py 2,97, IT: bei py, 2,90. 

Tabelle XII. 


IA IA 





3 Verglichen mit 
Pu 774 777 7,77 7,80 

Nephelometerablesung . 20,1 19,7 | 19,7 200 20,0 
Spaltung, Proz, ....0 — — ae 
Nephelometerablesung . 21,5 | 224 208 21,3 
Spaltung, Proz. ... . 7,1 10.7) 38 6,1 
Nephelometerablesung . 24,1 — 21,1 | 22,9 
Spaltung, Proz. ... . 17,0 — 53 128 
Nephelometerablesung . 28.2 295 | 239 263 
Spaltung, Proz. .... | 29,1 | 323 | 164 240 
Nephelometerablesung . 33.8 36.1 26.7 | 302 
Spaltung, Proz. .... | 408 445 250 33,7 
| Nephelometerablesung . 42,0 39,6 289 328 


| Spaltung, Proz. ....)| 524) 580 30,7 482 
Fermentschadigung von Pankreatin Rhenania bei p, 2,97 etwa 
38,4 Proz., von Pankreas dispert bei py, 2,90 etwa 28,4 Proz. 


Versuch 13. Fermentpraéparat: Pankreas dispert (Krause). A: Nach 
sofortigem Fermentzusatz: B: nach einstiindigem Stehen I bei py 3,85, 
Il bei py 5,55. Tabelle XIII. 


Al All BI BII 
Min. —_——— masenennr Verglichen mit 


PH788 801 7,94 8,03 





0 | Nephelometerablesung . 200 203 200) 189 
Spaltung, Proz. .... — _ a rs 
15  Nephelometerablesung . 25,3 | 254 240 | 249 
Spaltung, Proz. .... 210; 213) 166 | 196 
30 | Nephelometerablesung . 30,9 30,4 | 26,9 28,5 


_ Spaltung, Prem... . | 352 25.6 29,8 





Nephelometerablesung . | 32,0 | 31,30 — | 35,1 Al=15: 


Spaltung, Proz. .... ' yi | — | &0 


Nephelometerablesung . 344 34 | 318 328 Alull=10 
Blu. I= 15 


Spaltung, Proz. .... 70,9 70,1 | 51,5 544 


Nephelometerablesung . 223 20,8 352 35,9 


Spaltung, Proz. .... | 77,6 | 76,0 65,9 | 66,6 
Fermentschadigung von Peale dispert bei p, 3,85 etwa 24,2 Proz.. 
bei py 5,55 etwa 17,8 Proz. 
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Versuch 14. Fermentpréparat: Pankreas dispert (Krause). A: Nach 
sofortigem Fermentzusatz; B: nach einstiindigem Stehen I bei Py 12,5, 


[I bei py 8,21. 





Tabelle XIV. 
Al All BI Bil 
Min Verglichen mit 
PH8.25 8,20 7,85 7; 


Keine 


K 
0 Nephelometerablesung . \Spaltung 19,8 |spaitung 20,2 





Spaltung, Proz. . . = = __ 
15 Nephelometerablesung . 2 25,8 











" 


Spaltung, Proz. ... . e 22.5 
30 Nephelometerablesung ‘ . 29.4 
‘Spaltung, See Bhs 320 | 
60 | Nephelometerablesung . . 34,8 
Spaltung, Proz. “ae ‘A ; ™ 42.5 
90 Nephelometerablesung . ss 32.5 
Spaltung, Proz. . . . . es 53,7 | 


120 Nephelomet« srablesung. F - 18,6 


Spaltung, Proz. .... < 65,6 


” 


245 
19.4 
265 
24.5 
30,5 
| 344 
| 35,5 
| 43,6 

405 


| 50,6 


20,0 
20,0 
20,0 
20,0 
20,0 


All= 12, BII = 20 


Fermentschadigung von Pankreas dispert (Krause) bei py 12,5 total, 


bei py 8,21 etwa 18,4 Proz. 


Versuch 15. Fermentpriiparat: Pankreas dispert (Krause). A. Nach 


sofortigem Fermentzusatz; B: nach einstiindigem Stehen. 


Il bei py 9,56. 
Tabelle XV. 


I bei py 8,95, 





Al All 
Min. 
Pu 7.94 801 


0 | Nephelometerablesung . 20,1 20,5 
Spaltung, Proz. .... — | — 

40 - Nephelometerablesung . 3805) 340 
‘Spaltung, Proz. .... 344) 41,1 


80 | Nephelometerablesung . 32,0 28.5 


Spaltung, Proz. . . "2s 63.1 | 64.9 
60 | Nephelometerablesung . 34,5 30,9 


‘Spaltung, Proz. 71,0 | 80,0 


| BI 
7.91 


20,1 


28,0 | 30,2 


28.5 33,7 
34,5 39,9 
42,0 498 
31,6 | 38,6 
52,5 61,1 


Verglichen mit 


20.0 

20.0 
Al=15,All=10 
Bi-== 20, BIl = 20 
Al=10, All= 6 
Bi=15, BIl=15 


Fermentschaédigung von Pankreas dispert (Krause) bei py 8,95 etwa 
21,2 Proz., bei py 9,56 etwa 20,0 Proz. 
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Versuch 16. Fermentpraparat: Pankreas dispert (Krause). A: Nach 
sofortigem Fermentzusatz; B: nach einstiindigem Stehen bei p, 6,51. 


Tabelle X VI. 





A 
Verglichen mit 


Nephelometerablesung . 20.5 20.0 
Spaltung, Proz. .... _ 

Nephelometerablesung . 36,4 30,8 

‘Spaltung, Proz. ... . 45,0 35,0 
Nephelometerablesung . 41,6 31,4 

Spaltung, Proz. ... . 63,9 52,3 
Nephelometerablesung . 35,0 31,0 

Spaltung, Proz. ... . 300 | 613 


Fermentschadigung von Pankreas dispert (Krause) bei py 6,51 etwa 
21,3 Proz. 


Versuch 17. Fermentpraparat: Pankreas dispert (Krause). A: Nach 
sofortigem Fermentzusatz; B: nach einstiindigem Stehen des Ferments | 
bei py 10,94, IT bei py 6,88. 


Tabelle XVII. 





Al | All 


Py 7,78) 7.78 


Verglichen mit 


Nephelometerablesung = || 20; 19.9 , 19,7 20,0 
_ Spaltung, Proz. ... . a ie |— 
15 | Nephelometerablesung . 5,7 | 254 | 23,9 232 20,0 
| Spaltung, Proz. .. . . 2/215 164! 138 


30 Nephelometerablesung . | 27,1 25,4 _ 25,4 
| Spaltung, SD) aw <6 262 213 21,3 

60 | Nephelometerablesung . 33,4 | 305 245 
Spaltung, Proz. ... . | 40,1 344 298 

90 | Nephelometerablesung . 31,1 | 35,7 | 33,3 
| Spaltung, Proz. .. . . 51,7 | 44,0 | 40,0 
120 | Nephelometerablesung . | 41,5 | 39.8 40,7 30,1 
Spaltung, Proz. . ... | 71,0 | 62,3! 50,8 | 50,0 


Fermentschaidigung von Pankreas dispert (Krause) bei p, 10,94 etwa 
27,5 Proz., bei py 6,88 etwa 20,6 Proz. 
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Py 6 51 
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Versuch 18. Fermentpraparat: Pankreas dispert(Krause). A.: Nach so- 
fortigem Fermentzusatz; B: nach einstiindigem Stehen des Ferments I bei 











Py 12,14, IL bei py 6,91. Tabelle XVIII. 
Min. al 5 “3: = Verglichen mit 
Pu 901) 789 | 969 8 (7,24 
0 | Nephelometerablesung . 7 20,0 _ I 20,0 20,0 
Spaltung, Proz. i —_ m -- 
15 | Nephelometerablesung. , | 276 , 248. 20,0 
Spaltung, Proz. M 27,6 ~ | 19,3 | 
30 | Nephelometerablesung.  , | 32,1 | , | 272 | 20,0 
Spaltung, Proz. s: 36,6 . Tar 7 
60 Nephelometerablesung ~ ‘ 39,2 » | 334 | All=15, B= 20 
Spaltung, Proz. .... , | 615!) , | 400 
90 - Nephelometerablesung ‘ SE fe 38,0 All= 10, BIl= 20 
Spaltung, Proz. . ._ » | 72,8 ‘a 47,3 
120 Nephelometerablesung. , | 335| , | 39,5 All= 6, BI=15 
Spaltung, Proz. . . . | sr) , | 620 


Fermentschadigung von Benkouns dispert (Krause) bei py 12,14 total, 
bei Py 6,91 etwa 26,6 Proz. 


Versuch 19. Fermentpréparate: I Pankreatin Rhenania, IIT Pankreas 


dispert (Krause). A: Nach sofortigem Fermentzusatz; B: nach einstiindigem 
Stehen des Ferments bei p,, 7,36 (bei I) bzw. py, 7,50 (bei II). Die betreffen- 
den (H’) sind durch Phosphatpuffer hergestellt (Endkonzentration des 

















Puffers n/100). Tabelle XIX. 
Min. — ao | 1s | us Verglichen mit 
| Pu7s4 782 | 786 | 7.85 
0 | Nephelometerablesung . 20,0 | 19,9 | 19,9 | 198 20,0 
| Spaltung, Proz. — —|—|{—| 
15 | Nephelometerablesung - 248 283 225 238 — 20,0 
_| Spaltung, Proz. 194 294) 111 | 160 
30 Nephelometerablesung . 29.2. 34,4 | 23,2 | 25,4 20,0 
Spaltung, Proz. 31,5 | 40.1 | 13,7 | 213 
60 Nephelometerablesung . 355 345 235 — -}: +) Anon tS 
Spaltung, Proz. 43.7 565 49) — 
9 | Nephelometerablesung . 33,8 | 39,2 | 25,3 | 296 Bi} o it —3n 
_ Spaltung, Proz. 56,6 | 61,7 20,8 32,4 
120 | Nephelometerablesung - 359) 413 28,2 39,1 ig Ee " 
Spaltung, Proz. 63,8 73,4 291 | 488 


Fermentschadigung von Fendncatin Rhenania bei p,, 7,36 (Phosphat- 


puffer) etwa 63,3 Proz., von Pankreas dispert (Krause) bei py 7,50 (Phosphat- 
puffer) etwa 53,9 Proz. 
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Versuch 20. Fermentpraparate: I Pankreatin Rhenania, II Pankreas 
dispert (Krause). A: Nach sofortigem Fermentzusatz; B: nach einstiindigem 
Stehen des Ferments bei p,, 6,98 (bei I). Die betreffenden (H’) sind durch 
Phosphatpuffer hergestellt (Endkonzentration des Puffers n/100). 


Tabelle XX. 





Nephelometerablesung . 


Spaltung, Proz. 


Nephelometerablesung . 


| Spaltung, Proz. 


Nephelometerablesung . 


Spaltung, Proz. 


Nephelometerablesung 


Spaltung, Proz. 
Nephelometerablesung 
Spaltung, Proz. 
Nephelometerablesung 


| Spaltung, Proz. . 


49,8 
38,0 


‘ 68,4 
. 35,2 


40,2 

, 87,6 

. 32.2 
100 


Verglichen mit 


20,0 


80,2 54.6 


40,7 


63,2 
36,1 
| 722 


Fermentschidigung von Pankreatin RKhenania bei p, 6,98 (Phosphat- 


puffer) etwa 29,9 Proz. 


Versuch 21. Die Fermente wurden in Leitungswasser gelést. I Pankreatin 
Rhenania, IT Pankreas dispert (Krause). A: Nach sofortigem Fermentzusatz: 
B: nach einstiindigem Stehen mit dem sechsfachen Volumen Leitungswasse: 
bei py 7,34 (bei I) bzw. bei py 6,99 (bei IT). 


Tabelle X XI. 





Nephelométerablesung 
Spaltung, Proz. 


Nephelometerablesung . 


Spaltung, Proz. 


Nephelometerablesung . 
Spaltung, Proz. ... . 
Nephelometerablesung . 


IA 


Pu 7,78 


“7 
F | 20,0 


21,7 | 
7,7 | 
45 
184 | 


27.0 | 


Verglichen mit 


13,7 
25,0 
20,0 
30,9 








Pankreas 
iindigem 


Tabelle XXI (Fortsetzung). 
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Min. 





PH7,78 
























IA 


7,75 
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7,84 


Verglichen mit 


































Spaltung, Proz. 259 353 218 283 
9) |Nephelometerablesung . 33,4 = 39,7 75 33,1 Al=200 
<a es All, Blu. = 15 
Spaltung, Proz. ... . 40,1 51,5 27,3 | 39,5 
0 120 Nephelometerablesung . 36,3 | 41,9 32,6 | 48,1 20,0 
Spaltung, Proz. .... 448 642 386 481 
Fermentschadigung von Pankreatin Rhenania bei py, 7,34 (Leitungs- 
wasser) etwa 19,6 Proz., von Pankreas dispert (Krause) bei py 6,99 (Leitungs- 
wasser) etwa 22,2 Proz. 
Versuch 22. Fermentpraparat: Pankreas dispert (Krause). A: Nach 
sofortigem Fermentzusatz; B: nach einstiindigem Stehen I bei p, 4,56 
(Verdiinnung mit destilliertem Wasser ohne Puffer), II bei p,, 7,08 (Ver- 
diinnung mit Leitungswasser, kein Puffer). 
Tabelle XXII. 
Al 
Min. Verglichen mit 
osphat Pu 7.7 
0 N ephelometerablesung ‘ _ 20,2 200 200 201 20.0 
Speltung, Proz. .. . . |) — | — | — = 
kreatin 15  Nephelometerablesung . 308 | 369 229 314 AI, Blu. I= 200 
zusatz: ii ‘ All= 15 
SWASSer __| Spaltung, Proz, . . . . | 35,0_ 59,4 | 164 | 363 
30 Nephelometerablesung . 274 31,1) 273) — AI=15,All= 8 
as wee BI = 20, Bil == 15 
Spaltung, Proz, ....) 453 74,0) 267 | 604 
60 | Nephelometerablesung . 21,6 36,2 27,7 197 Al=10,All= 5 
a ; |’ | Bl=1S, B= 5 
aa Spaltung, Proz. ... - | 53,7 | 862 45,9 796 
9)  Nephelometerablesung .. 31,8 40,7 3',7 305 \AIl= 8, All== 4 
0 F BI=15, BI= 5 
| Spaltung, Proz, . . . . | 74,9 | 100 52,7 | 83,6 
0 120 | Nephelometerablesung . | 37,5 | 32,3 | 27,4 | 389 AI= 5. All= 3 
Spaltung, Proz. 86,7 100 | 635 97,1 
0 ‘ . : 
Fermentschidigung bei Pankreas dispert (Krause) bei py 4,56 
(destilliertes Wasser) etwa 29,8 Proz., bei p, 7,08 (Leitungswasser) etwa 
) 





14,7 Proz. 
Biochemische Zeitschrift Band 169. 
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Versuch 23. Fermentpraparat: Pankreas dispert (Krause). A: Nach 
sofortigem Fermentzusatz; B: nach einstiindigem Stehen des Ferments 
bei I py 8,44 (n/100 Bicarbonat), II py 7,61 (n/100 Phosphatpuffer). 


Tabelle XXIII. 





Al All BI 
Verglichen mit 


Pu 8,06) 7,89 | 801 
Nephelometerablesung . | 19,8 | 19,7 | 20,2 20,0 
Spaltung, Proz. ...- | — — —s 
Nephelometerablesung . | 27,1 | 32,5 23,9 
Spaltung, Proz. 26,1 | 385 | 164 , 240 
Nephelometerablesung . | 32,0 | 37,4 264 283 
Spaltung, Proz. .... | 37,5 | 54,5 | 242 | 293 

60  Nephelometerablesung . | 32,2, 38,6 304 381) - 


Spaltung, Proz, .... 534 76,7 34,1 — 47,5 
90 Nephelometerablesung . | 33,5 | 32,9 37,1 36,7 


Spaltung, Proz. .... | 702 848 | 461 | 59,1 


120  Nephelometerablesung . | 36,1 | 37,0 320 381 : 
Spaltung, Proz. .. .. | 80,6| 93,7 | 53,1 | 685 | 


Fermentschidigung von Pankreas dispert (Krause) bei py 8,44 (Bi- 
carbonat) etwa 35,7 Proz., bei py, 7,61 (Phosphatpuffer) etwa 32,3 Proz. 


Der Grad der Schidigung, die das Ferment bei seinem Verweilen 
in dem in den einzelnen Versuchen angegebenen Milieu erlitten hat, 
wurde in der Weise bestimmt, daB man zu verschiedenen Zeiten (nach 
40, 80, 120 Minuten) die Umsitze bei dem ungeschidigten und dem 
geschadigten Ferment miteinander verglich und die prozentische Ab- 
nahme des Umsatzes berechnete; der Mittelwert der gefundenen Ab- 
nahmen ist als Ma der ,,Schadigung angegeben, und zwar wurde 
hierbei der Umsatz des ungeschidigten Fermentes gleich 100 gesetzt 
Ist dieses Verfahren auch nicht ganz einwandfrei, so gibt sie die 
GréBenordnung der Fermentschaidigung zweifellos richtig an.  Be- 
quemer wire es gewesen, sich der nach dem monomolekularen Re- 
aktionsverlauf berechneten Konstante des Spaltungsverlaufs der ein- 
zelnen Versuche zu bedienen. Wenn aber auch in einer ganzen Reihe 
der Versuche der monomolekulare Verlauf der fermentativen Spaltung 
seine Geltung hat, so sinkt bei den meisten die monomolekulare 
Reaktionskonstante so stark ab, daB von ihrer Anwendung ab- 
gesehen werden muBte. 
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Die Gesamtheit der Versuche ergibt sowohl fiir Pankreatin Rhenania 
als fiir Pankreas dispert (Krause), daB das Maximum der Stabilitat bei 
einer stark sauren Reaktion, bei py etwa 1,7 liegt. Hier betrigt die 
Schadigung nur 3 bis 4 Proz., liegt also fast noch innerhalb der Fehler 
der Bestimmungsmethode. Bei starker sauren und starker alkalischen 
Reaktionen nimmt die Bestindigkeit des Ferments ab. Bei der ge- 
waihlten Versuchsanordnung, bei einstiindigem Stehen der Ferment- 
losung im Gebiet von py etwa 3 bis etwa 11 betrug die Wirkungsabnahme 
20 bis 30 Proz.; bei py 12 war eine sehr schnelle, totale Zerstérung des 
Ferments zu beobachten. Daf die H-lonen jedoch nicht die allein 
maBgebenden Faktoren bei dem komplexen Vorgang der Ferment- 
schadigung sind, zeigen die Versuche :nit Phosphatpuffern, bei welchen 
(bei pg 7 bis 8, unter den Bedingungen der iibrigen Versuche) Schadi- 
gungen bis zu 50 Proz. zu beobachten waren. Leitungswasser schidigt 
das Ferment weniger als destilliertes Wasser. Das Gebiet der opti- 
malen Wirksamkeit und das der gréBten Stabilitét fallen also nach 
diesen Versuchen keineswegs zusammen. Eine tiefere Einsicht in die 
Verhialtnisse ist jedoch erst bei Weiterfiihrung der Untersuchungen 
nach verschiedenen Richtungen, vor allem mit gereinigten Fermenten, 
zu erwarten. Praktisch ergibt sich aus den Versuchen, daB Pankreas- 
priparate durch die Aciditat, wie sie im Magen herrscht, avich ohne 
, Schutzmittel“ in ihrer Wirksamkeit nicht geschidigt werden dirften. 


Vorliegende Arbeit wurde mit Mitteln der Notgemeinschaft der 
Deutschen Wissenschaft ausgefihrt. 

Bei der Ausfiihrung der Versuche leistete uns Fraulein Otte wert- 
volle Hilfe. 





Zur Pharmakologie einiger Benzylalkohole'). 
Von 
Anastasios A. Christomanos. 
(Aus dem pharmakologischen Institut der Universitat Berlin.) 


(Eingegangen am 6. Januar 1926.) 


Von den drei Isomeren Oxybenzylalkoholen ist nur die Ortho. 
verbindung pharmakologisch studiert worden. Sie wurde neuerdings 
von amerikanischen Autoren (Lundholm, Hirschfelder, Noorgard*) als 
Lokalanisthetikum empfohlen. Seine lokalanisthetische Wirkung 
wurde auch durch Joachimoglu und Zeltner*) im hiesigen Institut 
gepriift und in Versuchen an Menschen gefunden, daB geniigend starke 
Konzentrationen (1,8 Proz.) eine sofortige, iiber 1, Stunde dauernde 


Aniisthesie hervorrufen. Uber die pharmakologische Wirkung der 
beiden anderen isomeren Alkohole war bis heute sehr wenig bekannt. 
Es ist mir von Prof. Joachimoglu die Aufgabe gestellt worden, diese 
zwei Verbindungen zu studieren. Da sie im Handel nicht erhiltlich 
sind, so habe ich sie auf synthetischem Wege dargestellt. 


Darstellung des m-Oxybenzylalkohols. 


Die Darstellung des m-Oxybenzylalkohols beruht auf der Tatsachie, 
da8 m-Oxybenzoesdéure durch naszierenden Wasserstoff in saurer Lésung 
OH zu dem entsprechenden Alkohol reduziert wird. Diese 
Jin Reduktion wurde zuerst im Jahre 1877 von van den Velden*) 
beschrieben. Wir haben diese Methode angewandt. Man ver- 

CH,OH fahrt folgendermaBen: Etwa 50 g m-Oxybenzoesaure werden 

\ in einer Pulverflasche mit ein wenig Wasser iibergossen 
und dann stiickweise 4proz. Natriumamalgam hinzugesetzt. Es entwickelt 
sich Wasserstoff und die Lésung erhitzt sich von selbst. Geht die Temperatur 
iiber 45 bis 60°, so unterbricht man den Amalgamzusatz. Es ist darauf zu 
achten, daB die Reaktion der Lésung schwach saurer bleibt, was man durcl: 
Zufiigen von verdiinnter Salzsiure erreicht. Innerhalb 10 bis 12 Stunden 


1) Auszug aus meiner Dissertation. Berlin 1925. 

*) Journ. of pharm. and exper. Pathol. 15, 237, 1920. 

3) Zentralbl. f. Chirurgie 1925, Nr. 20. 

*) Journ. f. prakt. Chem. (2) 15, 165; Beilstein, 4. Aufl., 6, 896, 1923. 








irtho- 
dings 
) als 
‘kung 
stitut 
tarke 
made 
der 
annt. 
diese 
Ithich 


ache, 
sung 
Diese 
den *) 

ver- 
rden 
ssen 
ekelt 
‘atur 
if zu 
urch 
aden 


923. 








A. A. Christomanos: Pharmakologie einiger Benzylalkohole. 345 


setzt man die 25fache Menge Amalgam zu. Van den Velden gibt in seiner 
Abhandlung die 50fache Menge an. Nach unseren Erfahrungen ist eine so 
groBbe Menge nicht nétig. Nachdem sich nun alles Amalgam gelést hat 
und die Reaktion sauer ist (Kongopapier), wird filtriert, das Filtrat in einen 
Schiitteltrichter mit Ather ausgeschiittelt und der Ather verdampft. Es 
hinterbleibt ein dicker, gelblicher Sirup, der zwecks Reinigung in wenig 
Wasser aufgenommen wird. Die Lésung erwirmt man auf dem Wasserbad 
und setzt Calciumcarbonat zu bis zum Uberschu8. Es wird nun filtriert, 
das Filtrat mit Ather ausgeschiittelt und der Ather verdampft. In der 
Porzellanschale hinterbleibt eine dicke, goldgelbe Fliissigkeit, die nach einigen 
Stunden im Vakuum iiber Schwefelsiure in derben SpieBen kristallisiert. 
Die Kristalle werden mit Filtrierpapier getrocknet und stellen ein vollig 
reines Produkt dar. Ausbeute 10 Proz. der Theorie. Den Schmelzpunkt 
des auf diese Weise dargestellten m-Oxybenzylalkohols bestimmten wir 
zu 67° (unkorr.). Mit Eisenchlori.. gibt die wisserige Lésung eine veilchen- 
blaue Farbung. 


Darstellung des p-Oxybenzylalkohols. 


Dieser Kérper wird folgendermaBen dargestellt'): 68 g Phenol werden 
in 94cem einer 40proz. Kalilauge gelést und, nachdem alles in Lésung 
gegangen ist, vorsichtig 71 ccm Formalin hinzugesetzt und das Ganze auf 
dem Wasserbad bei einer Temperatur von 40 bis 60° 24 Stunden gehalten. 
Dabei verbindet sich der Formaldehyd mit dem Kaliumphenolat zu o- und 
p-Oxybenzylalkohol. Dann wird mit verdiinnter Schwefel- 
saure sehr vorsichtig und ohne Erhitzung (denn es bilden sich OH 
dabei harzige Polymerisationsprodukte, die den ganzen Proze | 
ungiinstig beeinflussen) neutralisiert. Es scheidet sich ein 
braunes, nach Phenol riechendes ©] aus, welches auf der Ober- 
flaiche der Fliissigkeit schwimmt. Am Boden des GefiBes ist (H,OH 
eine mehr oder weniger dicke Schicht Kaliumsulfat. Nun wird ; 
die ganze Fliissigkeit mit dem 61] in einem Schiitteltrichter zweimal mit der 
doppelten Menge Ather ausgeschiittelt, der Ather, welcher das in ihn iiber- 
gegangene 6lige Gemisch der beiden Alkohole enthalt, wird mit wasserfreiem 
Kaliumsulfat zwecks Entwasserung versetzt und nach 24 Stunden filtriert 
und abdestilliert. Im Destillationskolben verbleibt eine dicke, stechend 
riechende (Ameisensdure) Fliissigkeit, die in einer offenen Schale der Kri- 
stallisation iiberlassen wird. Im Laufe von etwa 2 Wochen scheiden sich 
dann mikroskopische Kristaéllchen ab, deren Menge immer mehr zunimmt, 
so daB die Fliissigkeit dick und triibe wird. Nach 1 Woche ist die Kristalli- 
sation so weit vorgeschritten, daB man die mit Ol vermischten Kristalle 
auf Tonteller ausbreiten kann. Nach Absaugen des Oles hinterbleibt ein 
weiBgelbes kristallinisches Pulver. Diese Substanz enthalt noch geringe 
Spuren 61 und besteht aus einem Gemisch von p-Oxybenzylalkohol und 
o-Oxybenzylalkohol. Zwecks Reinigung wird die Substanz, nechdem sie 
sorgfaltig vom Tonteller entfernt wurde, in méglichst wenig kochendem 
Wasser gelést und hei8 filtriert. Im Filtrat scheiden sich bei 80° sofort 
feine Bléttchen des sehr schwer léslichen p-Oxybenzylalkohols ab. Nach 


') Auwers und Daeke, Ber. d. deutsch. chem. Ges. 32, 3374; Chem. 
Zentralbl. 1900, I, 192; Manasse, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 27, 2409; 
35, 3844; Beilstein, 4. Aufl., 6, 897, 1923; Lederer, Journ. f. prakt. Chem. 
(2) 50, 225, 1894; Chem. Zentralbl. 1894, IT, 555. 





ATE x 





«= 

















































346 A. A. Christomanos: 


Abkihlen des Filtrats wird filtriert und die p-Oxybenzylalkoholkrista||« 
noch einmal in kochendem Wasser gelést und nach der Abscheiduny 
zwischen Filtrierpapier getrocknet. Durch diesen ProzeB wurde die Para. 
von der Ortho-Verbindung getrennt, indem die Ortho-Verbindung als leic})t 
léslich jedesmal in der Lésung zuriickblieb. Die erhaltenen Kristalle kénnen 
als geniigend rein angesehen werden und die Bestimmung des Schmelz. 
punkts ergab 110° (unkorr.). Diese Zahl stimmt mit der von Lederer go- 
fundenen iiberein. Auwers und Daeke') fanden einen Schmelzpunkt von 
124,5 bis 125°. Die Léslichkeit in Wasser, die nicht genau bekannt war, 
wurde bei 18° zu 6,13 Proz. gefunden. Im siedenden Wasser ist p-Oxy. 
benzylalkohol besser léslich, bis zu 1 Proz., fallt aber bei 80 bis 85° sofort 
aus. Mit Eisenchlorid versetzt, gibt die wisserige Lésung von p-Oxybenzy'|- 
alkohol eine schwache, bald erblassende, blauviolette Farbe. 


Darstellung des 2, 6-Dimethylol-p-Kresols. 


Neben den drei isomeren Oxybenzylalkoholen haben wir zum Vergleic) 
den 2, 6-Dimethylol-p-Kresolalkohol') untersucht. Man verfahrt folgender- 
maBen: 32g p-Kresol werden in 40 cem 20proz. KOH gelést und langsam 

60 ccm Formalin hinzugegossen und bei 75° 5 Stunden 

OH gehalten. Nach dem Abkiihlen wird mit Koblen- 
OHCH,/ \CH,OH dioxyd behandelt, bis ein O1 ausfallt. Das O1 wird 
in einem Schiitteltrichter aufgenommen und in eine: 

\Y Porzellanschale stehengelassen, wo es nach einige: 

CH, Zeit auskristallisiert. Die Kristalle werden getrocknet 

und aus heiBem Essigither umkristallisiert. Die 

Prozedur wird wiederholt, bis die Substanz rein ist. Dieser Kérper kri- 
stallisiert in prismatischen Nadeln, gibt mit Eisenchlorid amethystblaue 
Farbe. Unser Produkt zeigt einen Schmelzpunkt von 127,5°*) (unkorr.) 


Wirkung der isomeren Oxybenzylalkohole auf Bacterium coli. 


Zur Priifung der antiseptischen Wirkung wurde eine 24stiindige 
Schragagarkultur von Bact. coli in 4cem physiologischer Na Cl-Lésung 
aufgeschwemmt. Von dieser Aufschwemmung setzte ich 4 Tropfen 


in 4.cem der 0,1 proz. Lésung der Alkohole. Die Mischung wurde bei 37° 


gehalten. Nach verschiedenen Zeitintervallen wurde mit einer Platinése 
auf Schrigagar tibergeimpft. Es ergab sich regelmiBig, daB nach 
5 Stunden noch immer keine Wirkung bei der Ortho- und Meta- 
verbindung zu beobachten war, wihrend die Paraverbindung nach 
5 Stunden eine schwache Wirkung entfaltete, die sich nach 12 Stunden 


1) Auwers, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 40, 2525; Chem. Zentralbl. 
1907, II, 322; vgl. auch Beilstein, 4. Aufl., 6, 1127. Nach Abschlu8B meine: 
Versuche erschien eine Abhandlung von H. H. Jensen (Journ. of Pharm 
and exper. Therap. 26, 127, 1925). Hier wird ein Schmelzpunkt von 12% 
bis 131° angegeben. 

2) Der Schmelzpunkt dieser Substanz wird in der Literatur verschieden 
angegeben. Ullmann, Brittner 130,5° (korr.), Auwers 133 bis 134°. 
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weiter steigerte, so da nach 24 Stunden der Agar steril blieb. Im 
Gegensatz dazu hemmten die Ortho- und Metaverbindung das Wachs- 
tum auch nach 24 Stunden nicht. Der Dialkohol verhielt sich ebenso. 
Um die Beziehungen zwischen der antiseptischen Wirkung dieser drei 
isomeren Alkohole und den ihnen entsprechenden Sauren festzustellen, 
wiederholten wir dieselben Versuche mit 0,2proz. wisserigen Lésungen 
der o-, m- und p-Oxybenzoesiure. Wir fanden, daB die o-Oxybenzoe- 
siure (Salicylsiure) die wirksamste ist. Dann folgt die m- und zuletzt 
die p-Oxybenzoesiure, die kaum eine antiseptische Wirkung zeigt. 
Demnach nimmt die antiseptische Wirkung in der Reihenfolge ab: 



























Bei den Alkoholen Bei den Sauren 





p-Oxybenzylalkohol | o-Oxybenzoesaéure 
m- n m- ” 
o- ” | p- o 


Lokalanisthetische Wirkung des p- und m-Oxybenzylalkohols. 


Die lokalanasthetische Wirkung dieser Pharmaka ist viel schwicher 
als die des 0o-Oxybenzylalkohols. Wir priiften die lokalanisthetische 
Wirkung am Auge der Katze und in Selbstversuchen an der Zunge. 
Die Paraverbindung ist ginzlich wirkungslos, wihrend dik Meta- 
verbindung eine ganz schwache lokalanisthetische Wirkung am Auge 
der Katze und auf der Menschenzunge zeigt. 


Versuche an normalen Fréschen, 


Es wurden Temporarien verwendet. Die wiisserigen Léisungen 
wurden in den Brustlymphsack injiziert. Die Konzentration der Lésung 
betrug bei der Ortho- und Metaverbindung 1 Proz., bei der Para- 
verbindung 0,13 Proz. Bei den mit o-Oxybenzylalkohol gespritzten 
Fréschen trat nach Dosen von 9 bis 10mg pro 10g Frosch nach 
15 Minuten Atemstillstand ein mit einer leichten Parese, die sich weiter 
steigerte, so daB nach etwa 20 Minuten die Frische Riickenlage ver- 
trugen. Es handelt sich um eine allgemeine vollistindige Lahmung. 
In diesem Stadium war der Ischiadikus faradisch erregbar. Das 
Lahmungsstadium tritt nach den genannten Dosen zuriick. Es kommt 
zu einem Stadium einer gesteigerten Reflexerregbarkeit. Die Friésche 
bieten das Bild einer Strychninvergiftung. Nach diesem Stadium 
folgt ein neues Lihmungsstadiwn, welches mit dem Exitus endet. 


Die Dosis letalis minima betrigt: 


bei p-Oxybenzylalkohol 1,6mg pro 10g Frosch 
» m-Oxybenzylalkohol 6 ., ,, 10g ,, 
» 0-Oxybenzylalkohol 10 ,, ,, 10g - 
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Die Wirkung des m-Oxybenzylalkohols weicht in einigen Punkten 
von der Wirkung der Orthoverbindung ab. Der Atemstillstand tritt 
erst spater ein, nach 30 Minuten und mehr mit nachfolgender Lahmunyg 
und Steigerung der Reflexe. Die wirksame Dosis betrigt 5 mg pro 
10g Frosch. Vor dem Exitus wurden Kriampfe der hinteren Extrem. 
taten beobachtet. Auch hier war im Lahmungsstadium der Ischiadikus 
faradisch erregbar, bei der Paraverbindung war, wie bei der Ortho. 
verbindung, eine sehr deutliche Steigerung der Reflexerregbarkeit 
nachzuweisen. Die wirksame Dosis betrigt 1,5 mg pro 10g Frosch. 


Wirkungen auf weiSe Miuse. 


Das Verhalten der Mause zu den drei isomeren Ox ybenzylaikoholen 
entspricht dem der Frésche. Wir spritzten die Lésungen intraperitonea|. 
Die Dosis letalis minima betrigt: 

bei o-Oxybenzylalkohol 4,6 mg pro 10g Maus 


m-Oxybenzylalkohol 4,2 ,, ,, l0g 
p-Oxybenzylalkohol 2,5 ,,  ,, l0g 


Was die Symptome der Vergiftungen und ihre Ursache anbelangt, 
s0 handelt es sich offenbar wie bei den Fréschen um einen zentralen 
Angriffspunkt. Eigentiimlich ist auch hier die Steigerung der Reflexe, 
die sowohl bei der Ortho- wie bei der Paraverbindung sehr deutlich 
ist. Zuweilen schreien die Tiere nach Injektion des p-Oxybenzy]- 


alkohols im Krampfstadium, was bei den anderen Verbindungen 
niemals vorkommt. Dagegen zeigt die Metaverbindung eine geringe 
Steigerung der Reflexe. Hier tritt die Lahmung besonders in den 
Vordergrund. 


Schicksal des o- und p-Oxybenzylalkohols und des Dialkohols 
im menschlichen Organismus. 


Nencki') berichtet, daB der Oxybenzylalkohol im Koérper zu 
Salicylsiure oxydiert wird. 

Er verfolgte diesen Vorgang nur qualitativ. Dabei bemerkte er, da8 
die Ausscheidung des zu Salicylsiure umgewandelten Oxybenzylalkohols 
2 bis 3 Tage dauerte, wenn auch die Hauptmenge in den ersten 24 Stunden 
zur Ausscheidung gelangt. Devrient*) untersuchte in unserem Institut 
die Ausscheidung der Salicylsiure und gelangte zu dem Ergebnis, daB die 
Salicylsiure unvollstandig im Harn ausgeschieden wird, und zwar héchstens 
bis zu 14,86 Proz. der eingenommenen Menge. Devrient fand, daB die Aus- 
scheidung innerhalb der ersten 24 Stunden beendet war. Am zweiten und 
dritten Tage fand er nur geringe Mengen im Harne. Unsere Untersuchungen 
kniipfen an diesen Punkt an. Wir verabreichten Menschen (Mannern 22 bis 


') Nencki, Opera omnia 2, 17, 1906, Braunschweig. 
*) Devrient, Arch. f. exper. Pharm. u. Pathol. 90, 242. 
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27 Jahre alt) 0,5 bis 1,5 g o-Oxybenzylalkohol und untersuchten im Harn 
der nachsten 24 Stunden die ausgeschiedene Menge des zu Salicyl- bzw. 
Salicylursiure oxydierten o-Oxybenzylalkohols zuerst nach der Methode 
von Sauerland'). Sehr stérend bei diesem Verfahren ist die Bildung von 
Emulsionen beim Ausschiitteln des angesiuerten Harns mit dem Gemisch 
von Petrolaéther und Chloroform. Wir haben aus diesem Grunde die Methode 
von Beck und Piccard*) angewandt. Wir stellten fest, daB die Befunde 
von Devrient iiber die Ausscheidung der Salicylsiure mit den unsrigen 
iibereinstimmen. 

Wir fanden, da die innerhalb 24 Stunden als Salicylsiure aus- 
geschiedene o-Oxybenzylalkoholmenge bis 8 Proz. der eingefiihrten 
Menge entspricht. Dabei ist zu bedenken, daB wir nicht Salicylsiure, 
sondern den entsprechenden Alkohol zugefiihrt haben. Dieses Resultat 
fihrte uns auf den Gedanken, da der eingenommene o-Oxybenzy}- 
alkohol nicht zu Salicylsiure oxydiert wurde, sondern als aromatischer 
Alkohol gepaart mit Schwefelsiiure, vielleicht auch Glykuronsiure, 
ausgeschieden wird. Zur Entscheidung dieser Frage haben wir bei 
einer Versuchsperson zunichst die mit dem Harn in 24 Stunden 
ausgeschiedene Menge praéformierte und gepaarte Schwefelsiure be- 
stimmt. Nach Einnahme von o-Oxybenzylalkohol wurde die gleiche 
Bestimmung im Urin der niachsten 24 Stunden vorgenommen. Die 
Versuchsperson hat wihrend des Versuchs die gleiche Kost bekommen. 


Bestimmung der Salicylsiure im Harn. 


Der Harn wird auf dem Wasserbad verdampft, der Riickstand 
mit Alkohol extrahiert, filtriert, der Alkohol verdampft, mit Wasser 
aufgenommen, welches durch Schwefelsiure schwach angesiuert 
wurde, filtriert und in einem Schiitteltrichter mit Ather ausgeschiittelt. 
Die Salicylsiure geht in den Ather tiber. Der Ather wird verdampft 
und der schwach gelbliche Riickstand mit destilliertem Wasser auf- 
genommen. Um die Menge der in Lésung befindlichen Salicyl- bzw. 
Salicylursiure festzustellen, wird die wisserige Lésung in einem 
graduierten Zylinder mit einigen Tropfen Eisenchlorid bis zu deutlicher 
Firbung versetzt. Die Farbe wechselt je nach der vorhandenen Menge 
Saliclysiiure zwischen hellrot und tiefviolett. In einen anderen Mel- 
zylinder von gleichem Durchmesser wird eine bestimmte Menge 
destillierten Wassers (etwa so viel Kubikzentimeter wie beim ersten 
Zylinder) gegossen und mit der gleichen Menge Eisenchlorid versetzt. 
Nun wird aus einer Béirette tropfenweise vine wiisserige Natrium- 
salicylatlésung (0,1 g zu 1000 Wasser) hinzugesetzt, bis die Farbe der 


1) Sauerland, diese Zeitschr. 40, 66, 1912. 
2) Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 8, 817, 1875; zitiert nach A. He/ffte, 
in Neubergs Handbuch ,,Der Harn“ 1, 820. Verlag Springer, 1911. 
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Lésung des ersten Zylinders méglichst gleicht. Die Menge Salicy|. 
siure ergibt sich aus den verbrauchten Kubikzentimetern Natrium. 
salicylatlésung (leem entspricht 0,0000862g Salicylsiure) und de 
Differenz des Volumens der beiden Lésungen in den zwei MeBzylinder 


Bestimmung der Schwefelsiiure und der Atherschwefelsiure'). 


Der Harn wird in der Kalte mit verdiinnter Salzsiure und einem 
Uberschu8 5proz. Bariumchloridlésung versetzt. Nach 24 Stunden 
wird der Niederschlag abfiltriert, gegliiht und gewogen. Er stellt dic 
praformierte Schwefelsiure dar. Eine andere Harnfraktion wird mit 
einigen Kubikzentimetern konzentrierter Salzsiure gekocht und in der 
Warme mit 5proz. Bariumchlorid versetzt. Nach 24 Stunden wird 
der Niederschlag abfiltriert, gegliiht und gewogen. Er stellt dic 
Gesamtschwefelsiure dar. Durch Subtraktion des Wertes der pri. 
formierten Schwefelsiure von der Gesamtschwefelsiure erhalt man den 
Wert fiir die aromatische Schwefelsiure. 

Es ergab sich aus unseren Versuchen, dafi nach Einnahme von 
0-Oxybenzylalkohol sowie p-Oxybenzylalkohol die Menge der ge. 
paarten Schwefelsiure im Harn proportional der eingefiihrten Menge 
zunimmt. Es muf dabei bemerkt werden, daB nach Einnahme von 
o0-Oxybenzylalkohol die entsprechende Siure kolorimetrisch im Hare 
nachzuweisen ist, wahrend fiir die Bestimmung der p-Oxybenzoesiur 
eine entsprechende Methode nicht bekannt ist. Im Gegensatz zu diesen 
beiden Alkoholen wurde nach Einnahme des 2, 6-Dimethylol-p-Kresol- 
keine Erhéhung der Werte fiir die gepaarte Schwefelsiure festgestellt 
Nach Behandlung des Harns, wie oben bei der Isolierung der Salicy)- 
siure geschildert, gab der Riickstand der itherischen Lésung mit 
Eisenchlorid eine rotviolette Fiarbung. Diese ist verschieden von der 
Farbung, die der reine Dialkohol gibt. Hier ist die Farbung rein blau 
Welches Umwandlungsprodukt des Dialkohols hier vorliegt, geht aus 
den vorliegenden Versuchen nicht hervor. 


Zusammenfassung. 


1. Zum pharmakologischen Vergleich mit dem o-Oxybenzy!- 
alkohol (Saligenin) wurde der m- und p-Oxybenzylalkohol, auBerdem 
ein Dialkohol, das 2, 6-Dimethylol-p-Kresol, dargestellt. 

2. Der p-Oxybenzylalkohol zeigt eine schwache antiseptische 
Wirkung, noch schwacher wirkt die m-Verbindung und noch schwache: 
die o-Verbindung. Bei den entsprechenden Siiuren nimmt die anti- 
septische Wirkung in der Reihenfolge o-, m-, p-Oxybenzoesaure a!) 


1) Vgl. auch Thierjelder, Handb. d. chem. Analyse, 9. Aufl., 1924, 8. 690 
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3. Wahrend der o-Oxybenzylalkohol eine deutliche lokalanasthe- 
tische Wirkung hat, wirkt die m-Verbindung sehr schwach, bei der 
Paraverbindung ist eine lokalanisthetische Wirkung nicht fest- 
zustellen. 

4. Bei Fréschen und Miausen rufen die Oxybenzylalkohole eine 
allgemeine Laihmung mit zentralem Angriffspunkt hervor. Zuweilen 
folgt dem Lahmungsstadium ein Stadium gesteigerter Reflexerreg- 
barkeit. 

5. In Versuchen am Menschen wird gefunden, dai der o-Oxy- 
benzylalkohol zum Teil zu Salicylsiure oxydiert wird, gleichzeitig 
findet eine Paarung mit Schwefelsiure statt, da nach Einnahme des 
Alkohols die Menge der aromatischen Schwefelsiuren im Harne 
zunimmt. 

6. Bei der p-Verbindung haben wir die gleichen Verhaltnisse, nur 
ist hier der Nachweis der Oxydation zu der entsprechenden Saure 
mangels charakteristischer Reaktion nicht méglich. 

7. Eine Paarung mit Schwefelsiure konnte bei 2, 6-Dimethylol- 
p-Kresol nicht nachgewiesen werden. 





Uber eine neue Form der Chinhydronelektrode. 


Von 


W. Mozolowski und J. K. Parnas. 
(Aus dem medizinisch-chemischen Institut der Universitat Lwéw.) 
(Eingegangen am 6. Januar 1926.) 
Mit 3 Abbildungen im Text. 


Das grobe Interesse, welches die Chinhydronelektrode gefunden 
hat, und ihre so zahlreichen Anwendungen haben es mit sich gebracht, 
daB in den letzten Jahren viele Modelle der Elektrodengefile 
vorgeschlagen und auf den Markt gebracht worden sind. Es war 
in der Konstruktion und Anwendung der Chinhydronelektroden 
fast eine Ubereiltheit zu bemerken, neben wohliiberlegten, zweck- 
maBigen Formen') wurden komplizierte, unzweckmaBige Vorrichtungen 
empfohlen, und es konnte vorkommen, dai die Chinhydronelektrode 
fiir Messungen am Vollblut empfohlen wurde, ohne dai bemerkt worden 
ist, daB infolge der vollstandigen Umwandlung von Oxyhiamoglobin 
in Methamoglobin nicht nur das Gleichgewicht der Basen und Sauren 
im Blute, sondern auch das Verhiltnis des Chinons zu Hydrochinon 
véllig verschoben wird. 

Der neuen Form, die wir hier beschreiben wollen, liegt die Er- 
fahrung zugrunde, daB es fiir die schnelle und sichere Einstellung des 
Elektrodenpotentials — besonders im gefihrlichen Gebiet der schwach 
alkalischen Reaktion — wichtig ist, die Elektrode von ungeléstem 
Chinhydron véllig umgeben zu halten?). 


1) Vgl. besonders Cullen und Biilmann, Journ. of biol. Chem. 64, 
729, 1925; Kolthoff, Zeitschr. fiir physiol. Chem. 144, 259, 1925; Schaeffer 
und Schmidt, diese Zeitschr. 156, 63, 1925. 

*) Die immer wiederholte Theorie, welche die Chinhydronelektrode als 
eine Wasserstoffelektrode vom Wasserstoffdruck gleich 10~** Atmosphiren 
auffaBt, sollte eigentlich nach den Darlegungen von Clark (Determination 
of H-Ion-Concentration, 2. Aufl., 1923, S. 245 bis 259) aus den Abhand- 
lungen und Biichern verschwinden; sie ist nicht nur physikalisch sinnlos, 
sondern auch in bezug auf die Konstruktion der Elektroden irrefiihrend 
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Eine Uberschichtung des Elektrodenmetalls mit Chinhydron ist 
besonders dann wichtig, wenn man in salzhaltigen oder alkalischen 
Losungen mit hydrochinongesattigten Chinhydronelektroden arbeitet. 
Dieser Punkt wird, ohne besondere Begriindung, in dem neuen Hand- 
buch von Ostwald Luther') betont (,,in diesem Falle schiittelt man die 
Losungen einige Stunden mit den Bodenkérpern und laBt diese bei der 
Messung die tief eingetauchte Elektrode umgeben“), er scheint auch 
in der wohliiberlegten Elektrode von Eétisch®) zum Teil beriicksichtigt 
zu sein, wo die Drahtspitze in die Chinhydronschicht am Boden ein- 
taucht, wie aus der Zeichnung zu ersehen ist. 

Unsere Elektrode besteht aus einem Glasréhrchen, dessen Boden 
durch aufgebranntes Gold inwendig vergoldet ist; die Vergoldung 
kommuniziert durch einen im Boden eingeschmolzenen Platindraht 
mit dem ableitenden Draht. Sie kann leicht in jeder GréBe, auch fiir 
sehr kleine Flissigkeitsmengen angefertigt werden. Uber der Ver- 
goldung sind die Winde des Réhrchens eingebuchtet, damit die Ver- 
goldung nicht verletzt und der ableitende Heber in einiger Entfernung 
von der Chinhydronschicht gehalten wird. 

Die Einzelheiten sind aus der Zeichnung zu ersehen (Abb 1). Zur 
Anfertigung der Elektrode schmilzt man in den Boden eines passend 
weiten Réhrchens aus Thiiringer Glas einen 
Platindraht ein, der etwa 3mm ins Innere 
ragt, und legt ihn im Inneren eng an die Wand. 
Man lést etwa 0,1 g Goldchlorid in einem 
Tropfen absoluten Alkohols auf und gibt, 
unter Kihlung mit Leitungswasser, einen 
Tropfen Lavendelél dazu; von der braunen 
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Lisung bringt man vorsichtig einen Tropfen she eg 
auf den Boden des Elektrodenréhrchens. Man bergoitung 
steckt nun in dieses Rohr ein zweites, fast an dee wil Zener 
den Boden reichendes Rohr, durch das man Jétstele Gu Drom 
Luft durchsaugt, und beginnt mittels kleiner 

ee 


Flamme etwa lcm oberhalb des Bodens vor- 
sichtig zu erhitzen, indem man das Elektroden- 
rohr um das innere Rohr dauernd dreht. Man erhitzt schlieBlich, nach 
vorsichtiger Eintrocknung und Veraschung, in immer gréBerer, zum 
SchluB in der rauschenden Flamme des Bunsenbrenners. Wenn die 
Goldschicht nicht gleichmaBig ist, mu man die Aufbrennung wieder- 
holen. Man soll eine glatte, in Durchsicht blaue Vergoldung erzielen, 
wie man sie auf alten venezianischen Glisern sieht. 


Abb. I. 


1) Ostwald Luther, Physikochemische Messungen, 4. Auri., 1925, S. 480. 
®) Ettisch, Zeitschr. f. wiss. Mikroskopie 42, 302, 1925. 
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Zum SchluB macht man in der Gebliseflamme, etwa 8 bis 10 mm 
iiber dem Boden, mittels eines Drahtes Einbuchtungen in die Réhren. 
wainde und behandelt die Vergoldung einige Stunden lang mit ver. 
diinnter Salpetersiure. An den Platindraht wird ein lingerer Kupfer. 
draht angelitet, und die Drihte werden durch ein dariibergeschobenes 
Glasrohr mittels Khotinskizements fixiert und an dem Elektrodenrohr 
befestigt. 

Die Fillung und Reinigung der Elektrode — durch Ausspritzen 
mit Wasser — ist iiberaus einfach und schnell. Die Elektrode stellt 
sich augenblicklich ein. 

Die Zusammenstellung des Elements geschieht mittels eines Ver- 
bindungsstiicks, welches zur Halfte mit Chlorkaliumagar und dessey 
enger zweiter Arm mit der untersuchten Fliissigkeit gefiillt wird. Die 




















Abb. 2. Abb. 3. 


Chinhydronelektroden haben einen Salzfehler, und es ist deshalb nicht 
zweckmabig, den KCl-Agarheber direkt in den Elektrodenraum ein- 
tauchen zu lassen, besonders dann, wenn man nur wenig untersuchte 
Fliissigkeit in der Elektrode hat. Die Halbagarheber (Abb. 2) ent- 
fernen die starke KCl-Liésung aus dem Elektrodenraum. Sie werden, 
wenn auBer Gebrauch, in der gesittigten K Cl-Lésung gehalten und sind 
dann, nach Durchspiilung des freien Armes mit Wasser gebrauchs- 
fertig. Ahnliche Dienste leistet tibrigens auch ein gewéhnliches Agar- 
U-Rohr, dessen Enden nach oben umgebogen (Abb. 3) und nicht ganz 
mit Agar gefillt sind; man fiillt dann tiber das Agar einen Tropfen der 
untersuchten Lésung und taucht dann erst ein. Ein solches Rohr kann 
auch dazu dienen, um Chinhydronketten zusammenzustellen, wenn 
man diesen vor dem Element Chinhydronelektrode-Kalomelelektrode 
den Vorzug gibt und die Rechnung vereinfachen will. 
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Uber Samenfidenagglutination 
unter Einwirkung chemischer Agenzien. 


Von 


Bernard E. Kalwaryjski. 


(Aus dem medizinisch-chemischen Institut und dem histologisch-embryo- 
logischen Institut der Universitat Lwéw.) 


(Eingegangen am 6. Januar 1926.) 


Mit 24 Abbildungen im Text’). 


Einleitung. 


Das Entstehen der vorliegenden Arbeit geht von einer Beobachtung 
iiber den EinfluB des Kohlendioxyds auf den Befruchtungsvorgang und 
auf die ersten Stadien der Embryonalentwicklung der Rana temporaria 
aus. 

Die erste in Leitungswasser vorbereitete Aufschwemmung der 
Temporariasamenfaden, die einer CO,-Atmosphire ausgesetzt wurde, 
erlag namlich nach etwa 20 Sekunden einer Ausflockung. Die Flocken 
waren annihernd | bis 2cmm groB. 

Nachdem alle méglichen Fehlerquellen der Versuchsanordnung 
und Beobachtung sorgfaltig ausgeschlossen waren, konnte man zweifellos 
feststellen, daB die in Leitungswasser aufgeschwemmten Spermien 
einer Agglutination unter der CO,-Einwirkung unterliegen. 

Diese Arbeit wurde unternommen, um sowohl! fiir diese Tatsache 
als auch einige verwandte Erscheinungen eine Erklirung zu bringen. 

Die Ausflockungsphinomene der Samenfiden verschiedener Tier- 
arten waren von vielen Autoren beobachtet und beschrieben. Jedoch 
erst in dem letzten Jahrzehnte hat man diesen Erscheinungen, welche 
sich als sehr allgemein erwiesen, mehr Aufmerksamkeit geschenkt. 


1) Die Objekte sind mit dem photographischen Okular von Zeiss , Phoku“ 
aufgenommen, und zwar Abb. 1, 2, 5, 6, 8 bis 10, 12 bis 14, 16 bis 18, 20, 
21 und 23 mit Zeiss Apochr. 16mm, Abb. 3, 4, 7, 11, 15, 19, 22 und 24 mit 
Zeiss homogener Immersion '/,;”. Alle hier wiedergegebenen Objekte ent - 
stammen den Hoden von Rana temporaria und stellen eine etwa zweimalige 
VergréBerung der Originalaufnahmen dar. 
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Die alteren und neueren Angaben iiber dieses Thema sind so zerstreut 
und schwer zugiinglich, daB es mir trotz aller Miihe nicht gelungen ist, cic 
ganze Literatur zu sammeln. Die folgende Darstellung soll die Angaben 
zunichst chronologisch ordnen. Erst bei der Besprechung eigener Fr. 
gebnisse werde ich zu einer kritischen Ubersicht kommen. 

A. Kélliker') beschreibt unter anderem die Ausflockung der Samen. 
faden unter dem EinfluB verschiedener Chromséaurelésungen: 1 : 400, 
1: 100 und 1:40. In der letztgenannten Lésung dauert die Bewegung 
noch 1 bis 2 Minuten und sodann ,,backen“: ,,die Faden mit einem sich 
bildenden Gerinnsel zusammen‘, 

J. Loeb*) berichtet in seiner Arbeit iiber die Befruchtung der Seeigeleier 
mit Seesternsamen, daB Zusatz von mehr als 1 cem n/10 NaOH-Lésung 
zu der Spermaaufschwemmung eine tiefgreifende Verainderung des Aus. 
sehensder Suspension zur Folge hat. ,,Man bemerkt oft*‘—-schreibt J. Loeb 
,daB die triibe Suspension des Samens in der Lésung sich ziemlich plétzlich 
klart. Das beruht auf einer Fallung des Samens. Wenn das eintritt, so findet 
keine Befruchtung statt. Ich vermag‘*‘ — schreibt J. Loeb —, ,,den Grund fiir 
diese Beziehung nicht anzugeben“‘. 

In seiner naichsten Arbeit iiber dasselbe Thema beschreibt J. Loeb®) 
eine starke Agglutination der Ochracea-Samenfaiden, welche 13 Minuten in 
Seewasser verweilten, das auf 100 cem 2 cemn/10 NaOH enthielt. Samen- 
fiden, die so behandelt und nachher in Strongyluseier enthaltendes 
Seewasser versetzt wurden, befruchteten nicht mehr. Die Samenfiden 
agglutinierten stark unter Klumpenbildung. ,,Beim Beginn dieser Agglu- 
tination waren die einzelnen Spermatozoen noch beweglich, und die Be- 
weglichkeit der Spermatozoen beschleunigte die Bildung von gréBeren 
Aggregaten einzelner Spermatozoen. Spater aber hérte auch die Beweglich- 
keit der Spermatozoen auf.‘ J. Loeb beruft sich auf Taylor, nach dessen 
Meinung die Agglutination der Seesternsamenfiden der Vidolschen Probe 
sehr ahnlich ist. AuBerdem iiberzeugte er sich, ,,daB die Agglutination in 
alkalischem Seewasser nicht nur bei dem Samen von Aasterias ochracea zu 
beobachten ist, sondern auch bei dem Samen von Agterias capitata, Pygno- 
podia spuria und Asterina“. 

Die Samenfaden der Seeigel agglutinieren unter denselben Bedingungen 
nicht. J. Loeb unterscheidet zwei Arten der Agglutination: 1. die Agglu- 
tination der Samenfaiden auf der Oberfliche der Eier, welche befruchtet 
werden sollen; 2. die Agglutination der Samenfaden untereinander. Die 
zweite entspricht ,,der Erscheinung der Klumpen- oder Niederschlagbildung, 
obwohl der agglutinierte Samen nicht notwendig zu Boden fallt‘*. Im See- 
wasser unter Beigabe von n/10 HCl im Verhaltnis von 100: 2 bilden die 
Samenfaden oft Klumpen, aber nicht immer. Deswegen will auch J. Loeb 
nicht annehmen, ,,... da® die Klumpenbildung (Agglutination) der Samen- 
faden miteinander ein vorgeriickteres Stadium der Veranderungen bildet, 
welche die Befruchtung des Seeigels erméglichen“. 

Fr. R. Lillie*) machte in seinen Befruchtungsstudien mehrere Beob- 
achtungen iiberdie Agglomeration der Samenfaden der Echinodermen(Arbacia) 
und der Polychaeten (Nereis). Er stellte fest, daB frische Aufschwemmung des 


1) Zeitschr. f. wissensch. Zoologie 7, 233, 1856. 
2) Pfliigers Arch. 99, 351f., 1903. 

3) Ebendaselbst 104, 335f., 1904. 

*) Journ. of exper. Zoology 14, 515 bis 574, 1913. 
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Nereissamen schon nach 5 Sekunden nebelartige Anhiufungen bildet. Diese 
selbstandige Verdichtung sieht Lillie als ein Sympton der Aktivitét an und 
nennt sie Aggregation. In der Annahme, daB CO, als ein Stoffwechselprodukt 
der Spermatozoen auf die oben erwahnte Erscheinung EinfluB hat, stelite er 
eine Reihe von Versuchen an, bei welchen er Seewasser anwandte, das mit 
Kohlenséure gesittigt war. Eine aus dieser Stammlésung angefertigte 
lproz. Lésung wirkte bei Nereis so, da8 ,,paralyzed the spermatozoa 
immediately‘. Eine 0,5proz. Lésung ruft bei schwacher Aktivitat eine 
Aggregation hervor. Die Empfindlichkeit gegeniiber CO, ist bei Nereis 
sehr ausgeprigt; die Loligo-Samenfiden bewegen sich in 50proz. Lésung 
schwach, in 20proz. dagegen lebhaft. Vollstindige Lahmung ruft bei 
Chaetopterus eine 33'/,- bis 40proz. Lésung, bei Arbacia schon eine 3proz. 
hervor. Zum Vergleich untersuchte er das Verhalten des Spermas gegeniiber 
H,SO,, HCl, HNO,, CH,COOH in n/1000 und n/10000 Lésungen. Es 
zeigte sich dabei, daB die Essigsaure die starkste, die Salzsdure die schwachste 
lahmende Wirkung entfaltet. Die Samenfaden in n/5000 Salzséurelésung 
sind stark aktiviert und erliegen der Aggregation, wogegen in n/5000 Essig- 
siurelédsung die Samenfiden sich kaum bewegen. Die Nereissamenfiden 
sind den Laugen gegeniiber sehr empfindlich und erliegen unter Klumpen- 
bildung der Agglutination, welche bei Anwendung sogar von starken Séuren 
niemals vorkommt. Eine n/2500 Kalilaugelésung bewirkt eine fast mo- 
mentane Agglutination, trotzdem sie chemotaktisch nicht witkt. Die 
Samenfiiden der Arbacia sind gegeniiber der Siureeinwirkung mehr wider- 
standsfahig als die Nereisspermatozoen; die Empfindlichkeit der beiden 
Species den Laugen gegeniiber ist ein gleiche. Die Agglutination bei beiden 
Arten ist irreversibel. Die Samenfiden behalten ihre Beweglichkeit in 
agglutinierten Massen bei. Die gréBte Aggregation ist in der Mitte des 
Tropfens der Spermaaufschwemmung zu beobachten. Nach Zugabe eines 
CO,-halvigen Wassertropfens zum Sperma unter einem Deckglas entsteht 
ein charakteristischer Ring. Die Samenfiden gelangen gar nicht zum 
Zentrum des hineingelassenen Tropfens, da ihre Bewegungen schon auf der 
Peripherie des Ringes aufhéren. Die unter EinfluB von CO, aggregierten 
Samenfiden sind keineswegs agglutiniert, und ihr Verhalten entspricht 
der Aktivation in frischer Spermaaufschwemmung. Fr. Lillie vermutet, 
daB die Aggregation infolge positiver Chemotaxis der Samenfaiden gegen 
Kohlendioxyd zustande kommt, welches ein Stoffwechselprodukt der 
Spermatozoen darstellt. Die Samenfiaden, die direkt dem Deckglase auf- 
liegen, erliegen nicht der Aggregation infolge eines Antagonismus der 
Chemotaxis und der Thigmotaxis, zugunsten der letzteren. Bei dlterer 
Aufschwemmung verliuft die ganze Erscheinung langsamer und schlieBlich 
hért sie ganz auf. Die durch hohe Temperatwr abgetéteten Samenfiden 
verfallen nicht der Aggregation, was beweisen soll, daB sie keine physikalische 
Erscheinung ist. Ein mit CO, gesattigter Tropfen des Seewassers verursacht 
in Spermaaufschwemmung die Bildung des Ringes, welcher aus lauter 
gelahmten Samenfiden besteht. AuBerhalb des Ringes besteht eine klare 
Zone, durch welche die Samenfaiden mit groBer Geschwindigkeit gegen den 
Ring losstiirzen, wo sie fast momentan einer Erlahmung anheimfallen. Diese 
Erscheinung verléuft schnell, und im Resultat wichst die zentrale Aggre- 
gation mit einer merklichen Geschwindigkeit an, so da® in kurzer Zeit 
simtliche Samenfaiden gebunden werden. Bei der Anwendung schwacher 
Kohlensaurelésungen entsteht die Aggregation innerhalb des Tropfens, 
dagegen bei starken Lésungen auf der Peripherie. Nach der Meinung 
Fr. Lillies ist die plétzliche Aktivation der Samenfiiden in Seewasser ver- 
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ursacht durch die Anwesenheit von Kohlenséure, welche durch die Speriia. 
tozoen produziert wird; dieser Vorgang fand durch die chemische Analyse 
seine Bestaétigung. Etwas altere Spermaaufschwemmungen weisen as 
Aggregationsphinomen nur gemeinsam mit der Thigmotaxis auf. Fr. Lilli 
unterscheidet prinzipiell die Aggregation von der Agglutination er 
Spermien; bei der Aggregation sind die Samenfaden nur locker verbunden 
und eine leichte Bewegung geniigt, um sie loszulésen. In agglutinierten 
Massen sind die Spermatozoen sehr stark verfilzt, und selbst starkes Schiitteln 
bringt eine Trennung nicht zustande. Die agglutinierten Nereissamenfaden 
lassen sich mit der Nadel oder durch tédlich wirkende Lésungen loslésen 
Die Arbaciaspermatozoen weisen gewéhnlich eine schwiachere Agglutinat ion 
auf. Die Fragmentation des Ringes ist fiir die Agglutination charakteristisc), 
Die unter Einwirkung von Séuren gebildeten Ringe erliegen — aus- 
genommen schwache Séuren — der Fragmentation nicht. Die Agglutination 
kann so stark sein, daB die Fliissigkeit zwischen den agglutinierten Massen 
durchsichtig wird. Die agglutinierten Massen verschwinden langsam binne: 
einiger Minuten, aber die Agglutination l4Bt sich mikroskopisch noch nac! 
mehr als einer halben Stunde nachweisen. Den agglutinierenden Faktor 
bilden die aus den Eizellen ausgeschiedenen Substanzen. Der Eizellen. 
extrakt iibt auf die Samenfaden folgende Wirkungen aus: 1. regt auf kurz 
Zeit ihre Aktivitét an; 2. verursacht chemotaktische Erscheinungen sowie 
die Agglutination und 3. schlieBlich lahmt die Samenfaden vollstandig. 

Die Agglutination kommt zustande durch Verklebung der Spermatozoen- 
képfe, die Schwanze bleiben anfanglich frei. Nur in spiateren Stadien cer 
Agglutination ist die Beweglichkeit der Samenfiden zerstért. Das Zu- 
sammenkleben der Képfe weist auf Verinderungen der Protoplasma- 
haéutchen hin. Die Képfe der Nereisspermatozoen sind wahrend der Agglu- 
tination spharisch aufgequollen und verlieren dabei ihre Eigenschaft der 
starken Lichtbrechung. So verinderte agglutinierte Samenfiden liegen 
bewegungslos. Einzelne auBerhalb der Agglutinate liegende Samenfaden 
trifft man nur fixiert am Glase und niemals freihangend in der Fliissigkeit. 

In einer weiteren Abhandlung unterscheidet Fr. Lillie!) voneinande: 
prinzipiell verschiedene Erscheinungen, welche in der Spermaaufschwemmung 
der Arbacia stattfinden kénnen: 1. Aktivation, 2. Aggregation, 3. Agglu 
tination und 4. Massenkoagulation, welche letztere seitens Fr. Lillie als 
letale Erscheinung angesehen wird. Die Agglutination hat keine toxischie 
Wirkung, schadigt nicht die Lebensleistungen der Spermien, ist reversibe! 
und die Dauer der Agglutination ist von der Konzentration des aggluti- 
nierenden Mediums abhangig. Die Agglutination ist als eine biologische 
Erscheinung von der Aggregation zu trennen. Sie unterscheidet sich von 
der Aggregation sowohi durch eine starkere Intensitat der Erscheinung als 
anch dadurch, daB sie nicht wiederholt werden kann, sobald sie schon 
einmal stattgefunden hat. Weitcr haingt die Agglutination von der physi- 
kalischen Adhasion ab und ist spezifisch. Im Gegensatz zur Massen- 
koagulation ist nach Fr. Lillie die Aggregation 1. nicht toxisch, 2. reversibe! 
und 3. von der Beweglichkeit der Samenfaden abhangig. Die Agglutination 
soll nur als eine durch Eierzellensekret ein und derselben Spezies verursachite 
Reaktion angesehen werden. 

J. Loeb*) kniipft an die Untersuchungen Fr. Lillies an, wobei er <ie 
ganze Frage von einem anderen Gesichtspunkte aus betrachtet. Er be- 


1) Biol. Bull. 28, 1 bis 21, 1915. 
*) Journ. of exper. Zodlogy 17, 123 bis 138, 1914. 
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schreibt Gebilde unter dem Namen ,,cluster formation“, die aus Samenfaden 
der Seeigel bzw. der Seesterne zusammengesetzt sind. Die Anwesenheit von 
Eizellen derselben Species in Seewasser bedingt das Vorkommen der 
cluster formation**. Diese Klumpenbildung halt J. Loeb als identisch mit 
der von Fr. Lillie beschriebenen Agglutination der Samenfiden. J. Loeb 
stellt fest, daB die Samenfiden durch Zusatz von NaOQH-Lésungen, art- 
fremdem Eiwei8, Blutserum oder anderen Substanzen agglutinieren. Auf 
diese Weise agglutinierte Samenfaden erinnerten an kurze Faden, die sich 
in unregelma&Bige Netze verflechten. ,,Cluster formation’: dagegen dhneln 
sehr den Oberflachenspannungsphinomenen. Die sich bildenden Massen 
besitzen eine sphiarische Form; sobald zwei von solchen ,,cluster formation 
sich in allernichster Nahe befinden, flieBen sie in eine gréBere spharische 
Masse zusammen. Alle so zusammengeballte Samenfiden sind beweglich 
und schwimmen als ein Ganzes in Seewasser, welches Eierzellensekrete 
enthalt. Sobald die Samenfiden sich entweder in reinem Seewasser oder 
im Seewasser nach Zugabe von artfremden Eiern befinden, dann ist dieses 
Phinomen nicht zu beobachten. Die wahre Agglutination weist weder die 
Oberflachenspannungsphinomene noch ,,Cluster formation’: auf. Nach 
J. Loeb ist die ,,Cluster formation“ eine einfache Funktion der Samenfiden- 
beweglichkeit. Samenfaiden, welche ihre Beweglichkeit durch Einwirkung 
von NaC N (1 bis 2 Tropfen 0,1 proz. Lésung auf 3 cem Seewasser), K Cl oder 
erhéhter Temperatur (35 bis 36°C) eingebiiBt haben, bilden keine ,,cluster 
formation*‘ im Seewasser, welches die dazu sonst nétigen Stoffe enthalt. 
Sobald die Beweglichkeit der Samenfiden wiederkehrt, stellt, sich die 
Haufenbildung wieder ein, wozu aber die Anwesenheit der Eizellen 
derselben Spezies notwendig ist. Die wahre Agglutination kommt 
zustande ohne Riicksicht darauf, ob die Samenfaden beweglich sind oder 
z. B. durch KC N-Einwirkung sie ihre Beweglichkeit eingebiiBt haben. 
Cluster formation*‘ kann also nicht als eine Abstufung der Agglutination 
angesehen werden. Von J. Loeb beschriebene ,,cluster formation’ stellt 
sich mikroskopisch als perlartige Anhéiufungen der Samenfiden dar. Inner- 
halb dieser Anhéufungen kénnen sich frei liegende Samenfiaden befinden, 
welche wiederum jederzeit sich der ,,Cluster formation“ anschlieBen kénnen. 
Cluster formation‘ dauern nur einige Minuten, ahnlich wie die von Fr. Lillie 
beschriebenen Agglutinate. J. Loeb fand dabei, da8 sie linger in neutraler 
als in alkalischer Lésung dauert, und daB die ,,cluster formation*‘ um so 
schneller zerfallt, je mehr die Alkaleszenz des Seewassers durch Zusatz 
von NaOH erhéht wird. Auf Grund weiterer Beobachtungen nimmt 
J. Loeb an, daB ,,cluster formation’ vom negativen Chemotropismus ab- 
hangig ist. Seewasser, welches aktive Substanzen der Eierzellen enthalt, 
bewirkt diesen Chemotropismus. J. Loeb tiamlich stellt sich vor, daB die 
von Fr. Lillie beschriebene Ringbildung mit einer hellen Zone urn den hinein- 
gelassenen Tropfen herum die Folge sein kann eines negativen Chemo- 
tropismus der Samenfiden gegen die aus den Eiern ausgeschiedenen Stoffe, 
welche in dem Tropfen in hoher Konzentration enthalten sind. Dazu gesellt 
sich noch der positive Chemotropismus der Samenfiden gegen dieselben, 
aber durch Seewasser schon verdiinnten Stoffe. Eier, die durch die 
Einwirkung von Salzséure (3 cem n/l10 HCl: 50cem Seewasser) von 
ihrer Membran befreit sind, gaben nie eine ,,cluster formation’, und 
Seewasser dagegen, welches Eizellenmembranen enthalt, das vorher 
zuerst angeséuert und dann durch Zusatz von NaOH _ neutralisiert 
wurde, gab noch im Verlauf von 3 Tagen ausgesprochene _,,cluster 
formation“. 
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J. Gray") beschreibt eine Agglutination der Forellensamenfaiden unter 
dem EinfluB der Elektrolyten. Die Lanthanchloridlésung verklumpt die 
Spermatozoen in 0,003 mol. und sogar in 0,0005 mol. Lésung. In einer weiteren 
Abhandlung beschaftigt sich J. Gray?) mit den Agglutinationsphinomenen 
in Spermaaufschwemmungen von Echinus miliaris. Die drei- und vier. 
wertigen Chloride von La, Ce u. a. in oben erwaéhnter 0,0005 molhaltigen 
Konzentration, bringen die Spermatozoen zur vdolligen Ausflockung. 
Die Agglutination ist von der H’-Ionenkonzentration in hohem Grade 
abhangig, und in einem Medium, dessen py etwas mehr als 6,5 betragt, 
kommt sie nicht mehr zustande. Die durch Schwermetalle hervorgerufene 
Ausflockung kommt nur bei neutraler Reaktion zustande. Durch Zusatz 
von Natriumcitrat kann die Agglutination wieder aufgehoben werden. Die 
Samenfaden veriieren durch Zusatz mehrwertiger Kationen ihre negative 
Ladung, was mit der H’-[onenwirkung identisch sein soll. Durch Zusatz des 
Natriumcitrats sollen die Samenfaiden ihre vorherige Ladung von neuem 
gewinnen. 

J. Yamane*) beschreibt Haufenbildungen bei Pferdespermatozoen und 
betrachtet sie als von H’-Ionenkonzentration und Elektrélyten abhangig 
Besonders ausgepragte Agglutination erhielt er in einer Lésung, zu welcher 
auf 10 ccm diinner Spermaaufschwemmung 0,2 bis 0,3 cem 10proz. Eisen- 
chloridsolution verwendet wurde. 

E.Gellhorn*) beschreibt eine starke Agglutination der Temporaria- 
Samenfiden, die ebenfalls unter der Einwirkung des Eisenchlorids zustande 
kommt. Gellhorn halt diese Agglutination fiir eine typische Wirkung des 
Eisenchlorids auf Samenfiden des Frosches. Eisenchlorid tétet die Sper- 
matozoen in sehr geringen Konzentrationen unter grober Ausflockung 
Mikroskopisch erscheinen die Klumpen als ein dichtes Netzwerk, welches 
aus den Samenfiden gebildet ist. Die KCl + FeCl,-Lésung iibt auf die in 
Agglutination geratenen Samenfiden keine Verinderung der éuBeren Form 
aus ; sie l4Bt jedoch in den in Agglutination geratenen Samenfaden eine teilweise 
oder volistaéndige Auflésung in Kernchenreihen erkennen. In verdiinnten 
Lésungen wirken auBer den Fe™-Salzen agglutinierend noch Aluminium. 
und Bleisalze. Die Eisenchloridagglutination der Temporaria-Samenfaden 
ist nach Gellhorn ganz zu trennen von der Haufenbildung, welche Yamane 
bei Pferdesperma, Loew*) bei Rattenspermatozoen, Ballowitz*) bei Dasypus 
beschreiben. Nach Loews (1.c.) Angabe beschreibt Dewitz ahnliche Bildungen 
bei den Spermatozoen der weifen Maus. 

G. Hertwig*) beschreibt das Vorkommen einer sehr starken Agglutination 
der Temporariasamenfiden unter dem Einflu8 der verdiianten Trypaflavin- 
lésungen, welche noch in 0,25 Prom. ihre Wirkung sehr deutlich ausiibt. 
Eine Erklaérung dieser Tatsache gibt G. Hertwig in seiner kurzen Mitteilung 
nicht an. 


1) Journ. of Physiol. 53, 308f., 1920. 

*) Proc. of the Roy. Soc., Ser. B., 91, 147 bis 157, 1920. 

3) Journ. of the College of Agricult. Hokkaido Imp. Univer. Sapporo 9, 
97 bis 226, 1921. 

*) Pfliigers Arch. 193, 571 bis 573, 1922. 

5) Sitzungsber. d. k. Akad. d. Wiss. 111, Abt. ITT, 118 bis 132, 1902. 

6) Anat. Anz. 29, 321 bis 324, 1906. 

7) Verh. d. Anat. Ges. 58, 223f., 1924. 
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Die Abhandlung von M. Sampson’) iiber die Iso- und Heteroagglu- 
tination der verschiedenen Echinodermienspermien steht mit meiner 
Untersuchung in keinem direkten Zusammenhang, da ich mich in dieser 
Arbeit speziell nur mit der Chemoagglutination befasse. Einige Einzelheiten 
méchte ich jedoch anfiihren. Sampson beschreibt den Verlauf der Iso- und 
Heteroagglutination, wobei die Konfigurationen der Ausflockung Unter- 
schiede aufweisen. Der Hauptunterschied zwischen den beiden Agglutina- 
tionsformen besteht darin, da8 die Heteroagglutination als irreversible, clie 
Isoagglutination dagegen als reversible erscheint. 

E. Godlewski jun.*) beschreibt eine Agglutination der Seeigelsperma, 
welche durch fremde Sperma inaktiviert wird, und in der Ausflockung eben 
den Grund der Inaktivation sieht (,,... essence des processus de l’in- 
activation du sperme d’oursin par le sperme étranger“). E. Godlewski jun. 
stellte fest, daB ein alkalisches Medium in hohem Grade die Agglutination 
begiinstigt. In der erwihnten Arbeit spricht sich der genannte Autor iiber 
den Mechanismus des Agglutinationsphinomens nicht aus; in friiheren 
Arbeiten *) ¢) 5) iiber den Antagonismus der verschiedenen Samenmischungen 
(Strongylocentrotus + Choetopterus +- Dentalium) steht er auf dem Stand- 
punkt der Zhrlichschen Seitenkettentheorie, welche er als sehr niitzlich und 
brauchbar fiir die von ihm erérterten Probleme erklarte. 

Aus den jiingst veréffertlichten Untersuchungen A. Waltons*) iiber 
die Ausflockung von Seeigelspermaaufschwemmungen, welche mir erst 
nach dem vdlligen Abschlu8 meiner Versuche bekannt geworden sind, geht 
hervor, daB in extrem sauren Lésungen die Samenfaiden ihre Wanderungs- 
richtung im elektrischen Felde andern und zur Kathode wandern. Die 
Ausflockung ist von bestimmten H'-Ionenkonzentrationen abhangig. Die 
maxima.» Ausflockung liegt nach dem Verfasser fiir Seeigelspermatozoen 
im Gebiet py = 3,0, welcher sich als isoelektrischer Punkt erwiesen hat. 


Material und Methodik. 


Das Untersuchungsmaterial stammte aus kraftigen und geschlechts- 
reifen Individuen der Rana temporaria, und nur vergleichungshalber wurde 
eine Spermaufschwemmung von Bufo vulgaris und Hecht (Esox lucius) 
benutzt. Die Experimente wurden nur teilweise wahrend der Brunstperiode 
ausgefiihrt. Der Samen wurde dem kopulierenden Mannchen aus den prall 
gefiillten Samenblischen entnommen. Der gréBte Teil meiner Unter- 
suchungen wurde jedoch auBerhalb der Brunstperiode ausgefiihrt, namlich 
von November angefangen bis Ende Marz, und einige Experimente wurden 
schon nach der Kopulationszeit angestellt. Da natiirlicherweise zu dieser 
Zeit kéfhe Spur von einer Ansammlung des Samens in den Samenblaschen 
zu finden war, so blieb nur der eine Weg, eine Samenfadenaufschwemmung 
zu erhalten, namlich die Hoden in einer Fliissigkeit zu zerfetzen. In den 
genannten Zeitperioden besaBen die Hoden eine Unmasse reifer Samenfaden, 


1) Biol. bull. of the marine hist. laborat. 48, 267 bis 284, 1922. 

2) C.r. Biol. 91, 84 bis 86, 1924. 

3) Bull. Inter. de l’Acad. de Science de Cracovie 1910. 

*) Arch. f. Entwick.-Mechan. 38, 193, 1911. 

5) Physiologie der Zeugung; Wintersteins Handb. d. verg]. Physiol. 3, 
2. Halfte, S. 883 bis 884, 1914. 
*) Brit. Journ. of exper. Biol. 2, 13f., 1924. 
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was mit den Angaben der vortrefflichen Arbeit Witschis') vollig iibereinstimmnt 
Dieser stellte fest, daB noch nach 3 Wochen nach der Brunstperiode dic 
Hoden befruchtungsfaihige Samenfaden enthalten. Nach Ablauf der Brunst. 
periode spielen sich in den Hoden groBe Verdinderungen ab, welche bei den 
,» frihen Rassen“ (zu welchen unsere einheimische Temporaria gehért) um die 
Mitte September zum Stillstand kommen. Die Ruheperiode dauert von 
der Mitte September bis zum Eintritt der Brunstperiode, und wahrend 
dieser Ruheperiode sind die Hoden mit reifen Samenfaiden vollgepfrop/t, 
die zu Biindeln angeordnet sind. Diese Biindel zerfallen in der Brunst. 
periode von selbst, aber der Zerfall dieser Biindel kommt fast ebensogut 
zustande, wenn man aus den Hoden eine Aufschwemmung bereitet. Dic 
Tiere wurden in der Regel dekapitiert, und es wurde auch die Inhalations. 
narkose vermieden. Die Hoden wurden jedesmal ohne Peritoneumiiberzug 
exstirpiert und jede Spur des Blutes wurde sorgfaltig im flieBendem Wasser 
abgewaschen. 

Die Spermaaufschwemmung wurde jedesmal in gleicher Weise immer 
gleichartig vorbereitet, indem man den Hoden in 2 ccm Fliissigkeit (meistens 
in Kontrollésung) mittels einer Pinzette in einem Uhrglas so lange zerzupfte, 
bis die so entstandene dicke Aufschwemmung eine milchige Beschaffenheit 
annahm. Die festeren Gewebe und allerlei Detritus wurden entfernt. 
Solche Aufschwemmung wird als Standardsuspension bezeichnet. Aus dieser 
wurden je nach Bedarf mittels einer Pipette 0,3 bis 0,75ccm der Auf 
schwemmung entnommen und zu 10 ccm mit der nétigen Fliissigkeit ver- 
diinnt. Mit der so vorbereiteten Samenfaidenaufschwemmung konnte man 
Versuche anstellen in Reagenzgliischen, Kolben, im hangenden Tropfen 
oder auch in mikroskopischen Gaskammern. Das fiir die Versuche ndétige 
Kohlendioxyd entwickelte man im Kippschen Apparate unter allen iiblichen 
Kautelen, welche die Reinheit des Gases versichern. 

-Bei den Untersuchungen iiber die Einwirkung des Kohlendioxyds aui 
die Samenfiden wurde eine unmittelbare Durchleitung des Gases durch die 
Aufschwemmung vermieden, da es sich als unzweckmaBig erwies, die 
Samensuspension stark durch die Gasblasen zu erschiittern. Die Exposition 
in reinem Kohlendioxyd als auch mit Kohlendioxydluftmischungen, wurde 
in Erlenmeyerschen Kolben von etwa 1 Liter ausgefiihrt. In einer Aqua dest. 
enthaltenden pneumatischen Wanne, wurden die Kolben mit Gas gefiillt. 
Anfangs wurden die Gasmischungen in groBen Gasometern vorbereitet. 
besser jedoch erwies sich die Vorbereitung der Gasmischungen in den 
Kolben selbst, indem man jeden Kolben teilte und mit beliebigem Quantum 
Wasser fiillte, welches mit CO, verdrangt wurde. 

Die vVorbereitete Samenfidenaufschwemmung wurde mit einem 
schnellen Griff in die Kolben entleert, wieder mit Kork geschlossen, daraut 
wurden mit dem Kolben durch einige Minuten schaukelnde Bewegungen 
ausgefiihrt, um alle Fliissigkeitsteilchen mit dem Gasgemisch in Beriihrung 
zu bringen. 

Den Experimentbedingungen entsprechend, dauerte die Exposition 
von einigen Minuten bis zu 12 Stunden. Veranderungen, welchen die 
Samenfidenaufschwemmung unterlag, wurden makroskopisch wahrend 
und nach der Exposition beobachtet. Au®erdem wurden nach beendeter 
Exposition kleine Portionen des Versuchsmaterials mikroskopisch untersucht. 

Die Versuche in den mikroskopischen Gaskammern wurden folgender- 
maBen angestellt: Reines Kohlendioxyd bzw. die Gasmischung wurde durch 


1) Zeitschr. f. Zellen- u. Gewebelehre 1, 530 bis 541, 1924. 
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ein zufiihrendes Réhrchen zugeleitet. Das ausfiihrende Réhrchen der 
Gaskammer besa8 einen kurzen Gummischlauch, welcher in ein mit 
Wasser gefiilltes Gefi6 eingetaucht war, was einerseits eine stetige Kon- 
trolle des Gaszuflusses sicherte und andererseits das Eindringen der 
Luftatmosphare in die Gaskammer wahrend einer Sistierung des Gaszuflusses 
ausschloB. Zwischen der Gaskammer und der Gasquelle wurde ein Dreiwege- 
hahn angeschlossen, dessen einer Arm mit einer Wasserstrahlluftpumpe 
verbunden war, um im beliebigen oder nétigen Momente die Exposition 
zu sistieren bzw. eine energische Durchliiftung einzustellen. Vor der 
Durchliiftung war es immer nétig, das Kontroll- und SicherheitsgefaB 
wegzunehmen, um eine sehr unangenehme Wasseraspiration in die Kammer 
zu vermeiden. 

Die Bestimmung der Wasserstoffionenkonzentration wurde nur auf 


s dem kolorimetrischen Wege ausgefiihrt; als Indikatoren wurden die von 


J. Clark) angegebenen Farbstoffe benutzt*). Als Standardlésungen 
wurden Mc Ilvains Pufferreihen benutzt, die sich als sehr praktisch erwiesen, 
da sie eine groBe Skala der H’-Ionenkonzentration entwickeln kénnen. Es 
hat sich als sehr zweckmaéBig erwiesen, mehrere Indikatoren fiir ein und 
dieselbe Puffermischung zu verwenden. Da die Samenfidenaufschwem- 
mungen triibe sind, so war es notwendig, sich des Walpoleschen Kom- 
parators zu bedienen und vorgeschriebene Kontrollen fiir die getriibten 
Lésungen anzuwenden. Die benutzten Reagenzgliser waren genau aus- 
gemessen, alle desselben Kalibers. Das Fliissigkeitsquantum betrug immer 
10 cem. 

Die Versuche, welche die Aufgabe hatten, den EinfluB der Salze auf die 
Agglutination der Spermien zu erforschen, waren sehr einfach angestellt. 
Die Spermaaufschwemmungen wurden in denjenigen Lésungen vorbereitet, 
welche untersucht werden sollten in bezug auf ihre Einwirkungsweise. 
Die Lésungen wurden entweder genau titriert oder aus analytisch gewogenen 
Substanzen in verschiedenen Normalverdiinnungen vorbereitet. 

Das Studium des Einflusses der Salze auf die Kohlensiureagglutination 
stieB auf eine Schwierigkeit, da an den Wanden der Kolben ein gewisses 
Quantum destillierten Wassers blieb, welches die Normalitaét der unter- 
suchten Lésungen in unberechenbarer Weise verdiinnte. Diese Schwierigkeit 
konnte nicht ganz umgangen werden. Aber die Fehlerquelle wurde dadurch 
verringert, daB die Innenwande der Kolben paraffiniert wurden und das 
Gas in einem sehr langsamen Strome eingelassen wurde. Auf diese Weise 
blieben auf den Innenwiinden der Kolben nur solche minimalen Wasser- 
tropfen haften, da8 sie angesichts der verwendeten, ziemlich starken 
Lésungen in einer Quantitét von 10 ccm als unschédlich fiir das Gesamt- 
ergebnis der Versuche betrachtet werden konnten. 

Die Untersuchung der Agglutination unter dem Einflu8 anderer 
Agenzien wurde in Reagenzglasern ausgefiihrt, wobei das Gesamtquantum der 
Fliissigkeit immer 10cem betrug. Eine ganze Reihe der untersuchten L6- 
sungen, wie z. B. starker konzentrierte Séuren und Salze rufen groBe Ver- 
anderungen in der 4uBeren Form der Samenfiden hervor oder zerstéren sie 
sogarganz. Diese Umstande waren fiir die weitere Beobachtung sehr nachteilig. 
Um diesen Nachteil zu umgehen, wurde im neutralen Medium eine duBerst 
dicke Spermienaufschwemmung vorbereitet, von der kleine Portionen als 


1) J. Clark, The Determination of Hydrogen Ions. Baltimore 1920. 
*) Thymol blue (T. B.), Brom-thymol-blue (B.T. B.), Cresol purple 


(C. P.) usw. 
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Gebrauchsmaterial entnommen wurden. Als sehr zweckmaBig erwies sic} 
eine 0,3proz. MgCl,-Lésung [Geilhorn') gebraucht Leitungswasser], wel«ly 
einen giinstigen Einflu8 auf die Lebensfahigkeit und Stabilitat der auBeren 
Form der Temporariasamenfiden ausiibt. So vorbereitete Suspensionen 
waren einige Stunden lang gebrauchsfahig. Den MgCl,-Zusatz konnte man 
in Deutung der Versuche ohne weiteres vernachlassigen, da es sich um 
Quantitaten handelt, die in Agglutinationsphianomenen keine Rolle spielen 
(Berechnung: In n MgCl,-Lésung sind 47,7g¢ des Salzes in einem Liter 
gelést. Eine n/500 Lésung des Magnesiumchlorids in 1 cem besitzt etwa 
0,000 0954 g des Salzes. Verdiinnt man jetzt 0,3 cem der in 0,3proz. Mg(',. 
Lésung vorbereiteten Samenfadenaufschwemmung bis zu 10 cem, so kommt 
auf leem so vorbereiteter Spermiensuspension 0,00009g MgCl,, was 
annaéhernd einer n/500 Lésung entspricht. So eine starke Verdiinnung 
kann ohne weiteres in diesen Experimenten vernachlassigt werden, da nur 
viel starkere Lésungen, etwa n/10 eine Wirkung ausiiben, was spater ein- 
gehend erértert werden soll.) 

Auf solche Weise vorbereitetes Material war sehr bequem zu hand. 
haben und erwies sich fiir diese Art von Experimenten als bestens geeignet 

Die Kataphorese der Samenfaden in verschiedenen Medien und in ver. 
schiedenen Aggregatzustaénden wurde so angestellt, daB eine mikroskopische 
Beobachtung der Erscheinungen méglich war. Die von L. Michaelis®) 
angegebene Anordnung wurde als bequemste gewahlt. Um die Stréme 
in der Fliissigkeit méglichst zu sistieren, war es geeignet, einen Wall aus 
Glaserkitt, Wachs oder weichem Paraffin am Objektglas anzulegen, und so 
entstand ein kleines Bassin, in welchem sich keine Bewegung der Fliissig 
keit andeuten konnte, was auch mikroskopisch auf den unbeweglichen 
(vorher abgetéteten) Samenfiden leicht festzustellen war. Bei der Deutung 
der Ergebnisse in solcher Weise angestellter Versuche ist jedoch grébte 
Vorsicht angezeigt, da ja selbst ein Auflehnen der Hand auf den Tisch schon 
Niveaudifferenzen hervorruft, welche zu Tauschungen fiihren kénnen. 
Die kataphoretische Wanderung, wurde jedesmal peinlichst kontrolliert 
unter stetigem, in gewissen Zeitintervallen wiederholtem Andern cer 
Stromrichtung. 


Experimenteller Teil. 


Den Versuchen mit Spermienaufschwemmungen gingen Versuche 
voraus, welche an lebenden Tieren und isolierten Hoden als erginzende 
und zugleich als einfiihrende Versuche angestellt wurden. Es handelt 
sich nimlich um Beantwortung der Frage, wie sich die Samenfiden 
bei den Tieren bzw. in den isolierten Hoden verhalten, welche durch 
den Einflu8 einer reinen CO,-Atmosphiire asphyktisch geworden sind. 
Gesunde minnliche T’emporariaexemplare wurden unter eine Glasglocke 
gesetzt, durch welche Kohlendioxydstrom durchgeleitet wurde. Die 
Exposition dauerte 2 bis 28 Stunden. Erst mit der vollstandigen 
Sistierung des Blutkreislaufs in den Schwimmhiuten, wurde die eigent- 


1) Pfliigers Arch. 185, 266 bis 279, 1920. 
2) L. Michaelis, Praktikum der physikalischen Chemie, I. Aufl., 
1921, S. 100—102. 
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liche Betrachtung eingeleitet, meist erst nach drei- bis vierstiindiger 
Exposition. 

Es zeigte sich bald, daB in den ersten Minuten der Priparations- 
arbeit an den Tieren, die aus der Glasglocke herausgenommen wurden, 
der Kreislauf, wenn auch sehr triage, sich doch einstellte, und daB 
heftige reflektorische Zuckungen zum Vorschein kamen. Im Zustande 
einer tiefen Asphyxie priparierte Tiere zeichneten sich immer durch 
iuBerst geblihte Lungen und Diastole des Herzens aus. Die Samen- 
fidenaufschwemmungen aus den asphyktischen Exemplaren besaben 
eine Lebensfihigkeit, welche den Kontrollaufschwemmungen gleich 
war. Die Tiere, welche sich 24 Stunden in einer CO,-Atmosphire be- 
fanden und bei denen die vorderen Extremititen von Totenstarre 
schon ergriffen waren, enthielten in den Hoden Samenfiden, die, in 
0,3proz. NaCl-Lésung aufgeschwemmt, anfangs bewegungslos waren, 
nach wenigen Minuten konnte man bei einer nicht unbetrichtlichen 
Zahl der Samenfiiden Bewegungen und Oszillationen aufweisen. 
8 Stunden nach der Vorbereitung solcher Aufschwemmung konnte 
man noch bei vielen Samenfiiden Bewegungen wahrnehmen. 

In einer zweiten Reihe der Experimente wurden die frisch pra- 
parierten Hoden der CO,-Einwirkung ausgesetzt. Proben des Materials 
wurden mittels einer Platinése aus der Schnittoberfliche heraus- 
genommen und in verschiedenen Lésungen untersucht. Folgende 
Lésungen kamen in Betracht: Destilliertes Wasser (unwirksam als 
chemisches, stark wirkend als physiologisches Medium), Leitungs- 
wasser (fiir die ejakulierten Samenfiiden als physiologisch zu be- 
trachtendes Medium), 0,3 proz. Mg(!,-Lésung (als eine Fliissigkeit, die 
die Lebensfihigkeit der Samenfiiden in bedeutendem Grade erhéht) 
und schlieBlich NaH CO,-Lésungen. Na HCO,-Lésungen wurden als ein 
Puffer gegeniiber der siuernden Wirkung des Kohlendioxyds benutzt. 

Nach 1'/,stiindiger Exposition der Hoden, wiesen die in destil- 
liertem Wasser aufgeschwemmten Samenfiden nur eine sehr schwache 
Beweglichkeit auf, aber nach 10 bis 15 Sekunden nehmen die 
Oszillationen an Energie zu. In Leitungswasser verhilt sich eine kleine 
Portion der Samenfiiden genau so. Eine Portion der Samenfiden 
wurde nach 2stiindiger Exposition der Hoden in eine 1 proz. NaHCO,- 
Lésung gebracht. Nach wenigen Sekunden weist die Samenfiaden- 
aufschwemmung regelmiBige Beweglichkeit der Spermien auf, und 
nach 2 Minuten stellen sich Deformationen der iuBeren Gestalt der 
Samenfiiden ein in Form von Osen und Haken. In 0,3proz. MgCl,- 
Lésung sind die Spermatozoen aus dem exponierten Material viel 
weniger beweglich. Die 24stiindige Exposition desselben Materials 
gab folgende Resultate: Die in destilliertes Wasser gebrachten Ver- 
suchsportionen weisen anfangs keine Bewegung auf, erst nach 1}, bis 
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2 Minuten kann man einige langsame Bewegungen mancher Samen. 
faiden beobachten. In Leitungswasser verhilt sich die Sache fast ebenso 
In 0,1 proz. NaHCO,-Lésung 1a8t sich nach 30 bis 40 Sekunden eine 
leichte Bewegung beobachten, welche jedoch nicht zunimmt. Dic 
Deformation der Samenfiden ist viel weniger haufig als in destilliertem 
oder Leitungswasser. In 0,3proz. MgCl,-Lésung fiihrt nur eine kleine 
Zah! der Samenfaden Bewegungen aus. 

In der dritten Versuchsserie wurden Spermatozoen solcher Exem- 
plare untersucht, die 24 Stunden vor der Untersuchung getétet wurden: 
ein Teil der Samenfiiden war gut beweglich. 

Die Lebensfihigkeit der Samenfiden, die unter verschiedenen 
Bedingungen entnommen wurden, verhielt sich nun gleichartig, un- 
abhingig davon, ob 1. die Samenfiiden von Individuen abstammen, 
die einer sehr langen Einwirkung des Kohlendioxyds ausgesetzt, aber 
sonst nicht beschidigt waren, oder ob 2. an isolierten Hoden, welche 
in einer CQ,-Atmosphiire verweilten, und endlich 3. an solchen Exem- 
plaren, die bereits 24 Stunden tot waren. Die Samenfiaden, welche 
aus den mit CO, behandelten Tieren bzw. den isolierten Hoden ab- 
stammen, zeigen zunichst keine Bewegungen, und erst nach einigen 
Minuten lassen sich Bewegungen des Schwanzes beobachten. Auch 
Samenfiden, welche in isolierten Hoden der Kohlendioxydwirkung 
ausgesetzt wurden, liegen anfangs bewegungslos und erst nachtraglich 
stellen sich die Bewegungen ein. 

Die Reihenfolge der vélligen Lihmung und nachherigen Be- 
wegungen macht die Annahme einer Narkose der Samenfiden durch 
Kohlendioxyd sehr wahrscheinlich. 

Es wire noch zu beantworten, warum die entnommenen Samen- 
fidenproben keine Agglutination aufweisen. Vorliufig diirfte man 
annehmen, daB entweder die Konzentration des Kohlendioxyds in 
den Samenfiiden zu klein war, um nach Verdiinnung zum Volumen 
der Aufschwemmung eine Agglutination zustande zu bringen, oder 
dab im Innern der Hoden besondere Bedingungen existieren, welche 
die agglutinierende Wirkung des Kohlendioxyds hemmen und welche 
die CO,-Einwirkung nur auf eine Hemmung der Bewegungen beschrankt. 

Die NaHCO,-Lésungen wurden schon bei diesen Experimenten 
gebraucht, um die siuernde Wirkung des Kohlendioxyds zu puffern; 
diese Lisung iibt eine giinstige Einwirkung auf die Beweglichkeit und 
das Erhalten der normalen aiuBeren Form der Samenfiden aus. 

Die Einwirkung des Kohlendioxyds auf die Spermatozoen ist im 
hohen Grade abhangig von dem Medium, der Aufschwemmung. Man 
mu also noch die Einwirkung des Mediums auf die Samenfaden beriick- 
sichtigen, sowohl in bezug auf das Verhalten der Beweglichkeit als auch 
in bezug auf das Verhalten der auberen Gestalt der Spermatozoen. 
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Da Veranderungen der a4uBeren Form der Samenfaden sich oft wieder- 
holen werden, so mégen hier die charakteristischen Deformationen be- 
sprochen sein. Es handelt sich hauptsaéchlich um Spermienformveranderungen, 
welche schon seit Leuvenhoek (1687) bekannt sind [zitiert nach Broman')}, 
und welche in einer Knickung und Zusammenrollung des Kopfes bestehen. 
Kodlliker*) beschreibt genau analoge Verainderungen. Nach Beschreibung 
Bromana (1. c.) rollen sich die Képfe uhrfederahnlich ein. Die Deformationen 
der auBeren Gestalt der Samenfiden sieht Broman als ,,krampfartige 
Veranderungen“ an und unterscheidet keine anderen Formen mehr. G. Gell- 
horn (1. c., 8. 10) macht noch auf eine weiter fortgeschrittene Deformation 
der Temporariasamenfaden aufmerksam. Namlich in KCl-Lésungen bilden 
die Samenfaden schon nach einigen Minuten nicht nur Osen, sondern auch 
vollstindige Ringe, welche lange Zeit Rotationsbewegungen ausfiihren und 
manchmal fortschreitende oder pendelartige Bewegungen aufweisen. 
Der von Gellhorn beschriebenen Form bin ich sehr oft begegnet. AuBer 
diesen Formen wurden von mir noch einige andere beobachtet, die, obwohl 
sie sehr oft hervortraten, jedoch die Aufmerksamkeit des Beobachters wenig 
in Anspruch nahmen; es handelt sich namlich um Verdnderungen der 
Gestalt der Samenfiden, die darin bestehen, daB entweder das Ende des 
Schwanzes sich einrollt und duBerst lebendige Bewegungen ausfiihrt, oder 
daB die Spermatozoen die Gestalt des Buchstabens ,,V“‘ annehmen und in 
der Regel im Raume beweglich sind. Diese Forminderungen sind wahr- 
scheinlich als anfangliche Stadien der nachstfolgenden Deformationen zu 
betrachten, da in den Aufschwemmungen, welche nur tote Samenfiden 
enthalten, den oben beschriebenen Formen nie begegnet wurde und dieselbe 
Aufschwemmung einige Zeit vorher dennoch reich an diesen Ubergangs- 
formen war. Die nach Bromann (1. c.) und Gellhorn (1. c.) angegebenen Zeit- 
fristen und Medien, in welchen die Deformationen auftreten, stimmen 
mit den meinigen nicht iiberein. Nach Broman fiihrt erst zwei- bis vier 
stiindiges Verweilen der Spermatozoen in gewéhnlichem Wasser zu den 
charakteristischen Deformationen. Hunderte — meinerseits —- ausgefiihrte 
Versuche und zahllose Beobachtungen zeigen aber, daB in Leitungswasser 
schon nach 4 Minuten die Formveraénderungen der Samenfaiden aufzutreten 
beginnen, und nach 45 Minuten kann man nur ausnahmsweise normalen 
Spermatozoen begegnen. Die Formveranderungen, welche durch Einrollen 
des ganzen Kérpers der Samenfaden zustande kamen, werden von Gedlhorn 
als charakteristisch (spezifisch) fiir KCl-Einwirkung erklart. Die von 
Gellhorn beschriebenen und mikrophotographisch abgebildeten Deformationen 
erhielt ich schon nach einigen Sekunden in destilliertem Wasser; normal 
aussehende Samenfaiden wurden nach 5 bis 10 Minuten nur ausnahmsweise 
beobachtet. Auch in Leitungswasser kamen die Deformationen vollstandig 
zustande, obwohl in nicht so kurzer Zeit, und die Samenfiden hewegten 
sich noch eine Zeitlang. Deshalb bin ich der Meinung, daB die von Gellhorn 
beschriebene AK Cl-Einwirkung auf die Samenfaden nicht als spezifisch zu 
betrachten ist. Nach Gellhorn entstehen in Leitungswasser die 6sen- 
artigen und federihnlichen Deformationen der Spermatozoen erst nach 
einigen Stunden und sind als durch den Tod bedingte Veranderungen 
zu betrachten. 


1) Arch. f. mikr. Anat. 70, 331 bis 339, 1907. 
2) Handb. d. Gewebelehre d. Menschen. Bearb. v. v. Ebner, TTI. Aufl., 


8, 424, 1902. 
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In Salzlésungen, welche die aéuBere Gestalt und Beweglichkeit der 
Samenfaden erhalten, sind die toten Spermatozoen gar nicht oder sehr wenig 
deformiert, wie z. B. in 0,3proz. MgCl,-Lésung, wo die Deformationen 
auBerst selten zu begegnen sind. 


Was die narkotische Wirkung des CO, auf die Samenfiiden an. 
belangt, so wurde zweifellos eine zweiphasige Reaktion festgestel|t - 
eine anfangliche Erregung') und darauf folgende Lahmung der Beweg. 
lichkeit. H. Nagai*) hat bei der Wimperbewegung der Paramiicien 
die zweiphasige Reaktion durch die Einwirkung des CO, nachgewiesen. 
Nagais und meine Beobachtungen differieren jedoch in mancher Hin. 
sicht, was sich durch die Verschiedenheit der Objekte und ihrer Emp- 
findlichkeit erkliren laBt. Bei den Erregungs- bzw. Lahmungs. 
phinomenen, welche die Samenfiiden aufweisen, kommen hohe 
Tensionen des Kohlendioxyds in Betracht; auch die Art des Mediums 
spielt hier eine hervorragende Rolle. Die Samenfaden, welche in reiner 
CO,-Atmosphire bis 30 Minuten verweilen und véllig erlahmt er- 
scheinen, erreichen ihre Beweglichkeit und Lebensfaihigkeit wieder, 
wenn man die Spermaaufschwemmung energisch durchliiftet. Die 
Belebung betrifft nur eine kleine Zahl simtlicher Samenfaden. Einma! 
gelang es mir, die Belebung von Samenfaden in einer Aufschwemmung 
zu beobachten, welche tiber 1 Stunde reinem CO, ausgesetzt war. 


Th. Engelmann*) weist auf die Méglichkeit der Belebung von Zellen 
hin, welche der CO,-Einwirxung ausgesetzt waren, und zwar durch das 
Durchliiften mit einem indifferenten Gase bzw. mit der Luft. Er betont die 
Bedeutung der chemischen Neutralisierung des Mediums, fiir welche bei 
Ansauerung durch das Kohlendioxyd eine Durchliiftung geniigend erscheint. 
Auch macht Th. Engelmann auf die anfaingliche Erregung und nachherige 
Lahmung der Wimperbewegungen unter dem EinfluB der Séuren aufmerk- 
sam. Diese Erscheinung beschreibt unter anderem auch Weinland*), und 
die Angaben Engelmanns bestatigt E. Gellhorn (1. c., S. 278). 

Da die Einwirkungsweise des Kohlendioxyds auf die Samenfaden 
unter verschiedenen Bedingungen auch zu verschiedenen Erscheinungen 
fiihrt, 30 beginne ich die Beschreibung dieser mannigfaltigen Bilder mit der 
Erérterung einer zehnminutigen Einwirkung des Kohlendioxyds auf die 
in Leitungswasser aufgeschwemmte Spermiensuspension. Der Verlaui 
der Erscheinung in einem mit CO, gefiillten Erlenmeyerschen Kolben geht 
folgendermaBen vor sich: Anfangs behalt die Aufschwemmung noch durch 
einige Sekunden den vorherigen asbestartigen Schimmer. Alsbald beginnt 
sie matt zu erscheinen und ungefahr nach einer Minute erscheinen in der 
Aufschwemmung kleine Flocken, welche rasch an Volumen zunehmen, so 


1) Eingehende Besprechung und ausfiihrliche Literaturangaben iiber 
das Erregungsstadium bei den Narkoseerscheinungen findet man in Winter- 
steins Monographie tiber die Narkose (Berlin, J. Springer, 1919). 

*) Zeitschr. f. allgem. Physiol. 5, 34 bis 42, 1905; 6, 201f., 1907. 

8) Handb. d. Physiol., Herausgegeb. von L. Hermann, 1, 363f., 1879., 

*) Pfliigers Arch. 58, 109, 1894. 
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daB sich die Fliissigkeit ganz aufklart. Die in dieser Weise verinderte Auf- 
schwemmung ist 2 bis 3 Tage haltbar. — In der Gaskammer, durch welche 
CO, staéndig strémt, hat die Erscheinung denselben Verlauf. Wie schon 
friiher erwihnt wurde, nimmt anfangs die Beweglichkeit der Samenfaden 
unter dem EinfluB des Kohlendioxyds energisch zu, um dann rasch ab- 
zguflauen. Schon in den ersten Sekunden 14Bt sich beobachten, daB die 
Samenfadenschwanze, welche kurz vorher noch ernergische Bewegungen aus- 
fiihren, sich aneinander und an die bisher frei schwebenden Cytoplasmaballen 
anzukleben beginnen. Die angeklebten Schwanzchen fiihren heftige Be- 
wegungen aus. Die Klebrigkeit des ganzen Spermatozoenkérpers wachst 
an, die Samenfiden kleben sich entweder der ganzen Lange nach aneinander 
an oder das Schwanzende schmiegt sich an den Kopf eines anderen 
Spermatozoen an, oder auch die verklebten Samenfiden iiberkreuzen sich. 
Die verklebten Samenfaiden bewegen sich anfanglich in der Fliissigkeit; 
in kurzer Zeit aber, trotz der energischen Oszillationen der Schwanze, be- 
wegen sich die Samenfiden nicht mehr vorwarts und sind nur von der 
Stromrichtung der Fliissigkeit abhangig. Diese Strombewegungen fiigen 
neue Samenfaden hinzu, und in kurzer Zeit entsteht ein ziemlich groBer 
Klumpen. Wenn die Aufschwemmung diinnfliissig ist, so sind die ent- 
standenen Flocken klein und sparlich. Erst nach einer Erschiitterung der 
Kammer vergréBern sich die Flocken bedeutend, da eine groBe Zahl der 
Samenfiden in Beriihrung kommt. Die Bewegungen der Schwéinze sind 
sichtbar und manchmal sehr energisch, was jedoch auch von dem Material 
selbst abhangig ist. 

Ein rascher Strom von Kohlendioxyd bewirkt das Entstehen von 
Klumpen, deren Umrisse unregelméBig und zerfetzt erscheinen. Schon 
eine schwache VergréBerung, A-Zeiss x Okul. N : 4, erlaubt die Beobachtung 
zu machen, daB die Flocken aus Samenfiden bestehen, welche duBerlich 
nicht verandert erscheinen. Kurz nachher, denn schon nach 2 bis 3 Minuten 
kann man genau beobachten, wie anfangs eine kleine Zahl der Samenfiaden 
sich einzurollen und Osen zu bilden beginnt, wie die Spermatozoenképfe die 
Form der Haken bzw. Spiralen annehmen, und wie iiberhaupt die De- 
formationen stark an Zahl zunehmen. Als Folgeerscheinung der Spermien- 
deformationen 148t sich mikroskopisch unmittelbar beobachten, wie die 
Flocken ihre Gestalt veriindern indem die Umrisse sich runden. Nach einer 
halben Stunde Durchliiftung waren alle Samenfiiden, sowohl die 
in Flocken angehiuften als auch die frei liegenden deformiert und geschlingelt 
und man konnte an ihnen nur schwache Oszillationen wahrnehmen. — 
In destilliertem Wasser ist der Verlauf der Erscheinung der obigen Beschrei- 
bung sehr dhnlich mit dem Unterschiede, daB die Verinderungen viel 
schneller vor sich gehen. Sogar eine méglichst rasch vorbereitete Auf- 
schwemmung, welche momentan der energischen CO,-Einwirkung aus- 
gesetzt wurde, weist eine gréBere Zahl der deformierten Samenfiden in 
noch ganz frischen Flocken auf. Nach einigen Minuten nehmen die Agglu- 
tinate eine klumpenahnliche Gestalt an, da alle Samenfiaden deformiert sind. 

Ganz anders verliuft die Erscheinung in einer 0,3 proz. Mg Cl,-Lésung. 
(Die Lésungen verstehen sich immer als in destilliertem Wasser vorbereitete, 
wenn anders nicht ausdriicklich angedeutet wird.) 

Auch hier entstehen die Agglutinate ebenso schnell wie in destilliertem 
Wasser; die Konfiguration der Klumpen aber ist eine ganz andere, weil die 
Samenfiden keiner Deformation erliegen, und wenn es ausnahmsweise doch 
vorkommt, so geschieht es in schwichstem Grade. Wenn so entstandene 
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Agglutinate in der CO,-Atmosphare gelassen werden, so iiberdauern -ic 
2 bis 3 Tage, ohne ihr Aussehen einzubiiGen. 

Aus der in Leitungswasser vorbereiteten Spermienaufschwemmung be. 
kommt man unter dem Einflu8 des Kohlendioxyds viel kleinere und nic|)t 
so stark verfilzte als die oben beschriebenen Agglutinate. Die in destilliertem 
Wasser bzw. in 0,3proz. MgCl,-Lésung vorbereiteten Samenfidensuspen- 
sionen liefern unter denselben Bedingungen groBe, kompakte und stark 
verfilzte Flocken. 

Die Beobachtung im hangenden Tropfen gab Gelegenheit zu weiteren 
Folgerungen. Es stellte sich heraus, daB die unter dem EinfluB des Kohlen- 
dioxyds entstandenen Agglutinate sich ganz loslésen konnten, wenn nut 
die Samenfaden nach der erlittenen temporaren aber volistandigen Lahmuny 
genug lebensfaihig waren. 

Die Erscheinungen der Desagglutination lassen sich sehr gut auBer- 
halb des hangenden Tropfens beobachten, indem man den CO,-Strom 
aus einer diinnen Kaniile auf den Tropfen am Objektglase lenkt. Der 
Verlauf der Desagglutination geht sowohl in Leitungs- und destilliertem 
Wasser als auch in 0,3proz. MgCl,-Lésung abnlich vor sich, jedoch mit 
charakteristischen Merkmalen fiir jedes Medium. Am besten 1aBt sich die 
Erscheinung in 0,3proz. MgCl,Lésung vorbereiteten Spermiensuspensionen 
demonstrieren, und auf ebensolchem Material basiert die nachstfolgende 
Beschreibung. 

Eine einminutige Exposition fiihrt gewéhnlich zu einer ausgepragten 
Agglutination; die zusammengeklebten Spermatozoen weisen jedoch grobe 
Beweglichkeit auf. Ungefahr 3 Minuten nach der Beendigung der Exposition 
nimmt die Beweglichkeit der Samenfaden stetig zu, die Agglutinate lésen 
sich schnell los, und schlieBlich bleibt von den Klumpen nichts iibrig. 
Wiederholte Exposition hat eine neue Agglutination zur Folge, wonach 
eine Durchbrechung des CO,-Zuflusses wiederum nach einigen Minuten 
eine Desintegration herbeifiihrt. Diese Erscheinung l4Bt sich viele Male 
reproduzieren. Die Desagglutination verlauft makroskopisch als ein Los- 
reiBen kleiner Nubekel, welche rasch in der Fliissigkeit verschwinden. 
Man kann wabrend der Beobachtung sowohl in den hangenden Tropfen 
als auch auf dem Objekttrager feststellen. daB sich am Rande des Tropfens 
die Samenfaden in stetig zunehmender Zahl ansammeln. Ein Teil legt sich 
ohne jegliche Ordnung, die Mehrzahl der Spermatozoen verhalt sich aber so, 
als ob ihnen eine starke Tendenz zur Einnahme der senkrechten Stellung 
dem Tropfenrande gegeniiber inneliege. Da man mit einer Aufschwemmung 
lebender Spermien zu tun hat, so kann man annehmen, daB es sich hier 
um zweierlei Tropismen handelt: 1. eine médglichst diinne Schicht der 
Tropfen zu erreichen, wo der Luftzutritt am besten ist (Aerotaxis bzw. Oxy- 
taxis), 2. eine méglichst feste (steife) Grenze zu finden, welche die Rand- 
schicht der Tropfen bildet, und zwar wegen der Wirkung von Oberflachen- 
spannung, welche an dem Tropfenrande zum vollen Ausdruck kommt 
(Thigmotaxis) [Massart')]. Die erste Annahme fallt jedoch fort, weil die 
Erscheinung sowohl in der Luft als auch in der CO,-Atmosphare ganz 
ahnlich verlauft. Wenn die Ansammlung der Samenfiden an der Grenze 
des Tropfens einem positiven Tropismus gegen Sauerstoff der Luftatmosphare 
entsprechen wiirde, so kénnte man erwarten, da® waihrend der CO,-Ein- 
wirkung die Samenfiden von dem Rande nach der Mitte des Tropfens 
streben werden, wo in den ersten Momenten der partielle O,-Druck gréBer 


1) Bull. de Acad. Roy. de Belg., 3 Ser., 18, 1889. 
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ist als in der umgebenden Atmosphare. Es war aber nicht der Fall. Um 
den Sachverhalt zu klaren und um rein physikalische Einfliisse auszuschlieBen, 
wurden zwei hangende Tropfen zugleich beobachtet: der eine enthielt 
tote und der andere sehr lebensfahige und stark bewegliche Samenfaden. 
Sowohl im einen als auch im anderen Tropfen sammelten sich die Sperma- 
tozoen am Rande des Tropfens, wobei die toten sich mehr regelmabig 
einstellten, die lebendigen hingegen schwache Bewegungen ausfiihrten, 
wenn sie in unmittelbare Beriihrung mit dem Deckgiase kamen (Thigmo- 
taxis); wenn durch eine Erschiitterung diese Beriihrung aufgehoben wurde, 
bewegten sich die Samenfaden wieder sehr rasch fort. 

Angesichts solcher Ergebnisse lag die Vermutung nahe, da® die An- 
sammlung der Samenfiden am Rande des Tropfens bedingt ist durch die 
Fliissigkeitsstréme, welche bei dem Austrocknen des Randsaumes des 
Tropfens entstehen. Um diese Annahme zu priifen, wurde durch die Gas- 
kammer, in welcher sich die hangenden Tropfen mit toten und lebenden 
Spermien befanden, ein energischer Luftstrom hindurchgeleitet, was ein 
rasches Austrocknen der Tropfen herbeifiihrte. Die ganze Erscheinung der 
Radialstellung der Samenfiden verlief in sehr schnellem Tempo. Es ist 
selbstverstandlich, daB bei solchen Versuchsbedingungen noch eine groBe 
Anzahl der Samenfaden in der Mitte des Tropfens blieb. Auf diese Weise 
ist es gelungen, biologische Momente der Radialstellung der Spermatozoen 
in den Tropfen auszuschlieBen. 

Die toten Samenjdden>aus den alten bzw. bis 53°C erhitzten Sperma- 
aufschwemmungen agglutinieren unter dem EinfluB des Kohlendioayds 
und die Agglutinate besitzen die oben erwihnten Konfigurationen, welche 
fiir die lebenden Spermatozoen charakteristisch sind. Das Zustandekommen 
der Agglutination der toten Spermien beweist, daB sie als keine Lebens- 
erscheinung betrachtet werden darf und da® es ohne jede Bedeutung ist, 
auf welche Weise die Samenfaden ihr Leben verlieren. 

Gellhorn (1. c.) stellte bei den Meerschweinchenspermatozoen fest, daB 
eine 0,1- bis 0,01 proz. NaHCO,-Lésung einen giinstigen Einflu8 auf die 
Beweglichkeit der Samenfaden ausiibt, und aus seinen Versuchen schlieBt 
er, daB hier das Carbonation und nicht die niedrige Wasserstoffionen- 
konzentration (py, = 7,5 bis 11,0) von Bedeutung ist. Nach meinen Beob- 
achtungen iibten 0,1 bis 0,3proz. NaHCO,-Lésungen ohne Zweifel einen 
giinstigen Einflu8 auf die Beweglichkeit der Froschsamenfaiden aus und 
verlangerten auf einige Stunden die Lebensfahigkeit der Samenfaden, die 
Deformationen konnten jedoch nicht verhindert werden. Ein hangender 
Tropfen der in 0,lproz. NaHCO,-Lésung vorbereiteten Aufschwemmung, 
wurde der reinen durchstrémenden CO,-Atmosphare ausgesetzt. Binnen 
5 Minuten weisen die Samenfiden Lahmung der Bewegungen auf, aber die 
Agglutination fand nicht statt, und in dieser Beziehung erwies sich sogar 
zweistiindige Exposition als véllig erfolglos. 

In 0,2- bis 0,3proz. NaHCO,-Lésung ruft eine lingere Exposition, 
welche iiber 1 Stunde dauerte, bei nur einem Teil der Samenfaiden eine 
Lihmung hervor. Eine Spur von irgendwelcher Agglutination war nicht 
zu sehen. Analog in Gaskolben angestellte Versuche gaben identische 
Resultate. Da Gellhorn die Rolle der Carbonationen als einen stimulierenden 
Faktor betrachtete, so wurde der Orientierung halber folgender Versuch 
angestellt: Eine Samenfaidenaufschwemmung wurde in NaHCO,-Lésung 
vorbereitet, welche mit Leitungswasser d4quimolekular war. Diese Spermien- 
suspension wurde einer CO, durchstrémenden Atmosphire ausgesetzt. Im 
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Gegensatz zu der groben Ausflockung, welche unter diesen Bedingungen 
bei Spermien in Leitungswasser auftritt, waren die hier entstandene) 
Agglutinate sparlich und klein. Es war also notwendig festzustellen, welche 
Relation zwischen der CO,-Sattigung eines Mediums und der auftretenden 
Agglutination besteht. 

Es wurde eine Versuchsreihe vorgenommen, bei welcher zwei 
Variable in Betracht kamen: 1. verschiedene Tensionen des Kohlen- 
dioxyds, 2. verschiedene Zusammensetzung der Lésungen, in welchen 
die Samenfiden aufgeschwemmt werden sollten. Zahireiche, vielma! 
wiederholte und kontrollierte Versuche haben festgestellt, daB die Agglu- 
tination der Samenfiden in destilliertem Wasser zustande kommt, wenn die 
CO,-Tension 2Proz. des atmosphirischen Druckes betraigt. Dieselbe 
CO,-Tension ruft in 0,3proz. MgCl,-Lésung eine Andeutung der Agglu- 
tination hervor, und eine zweimal héhere Tension hat eine ausgesprochene 
Ausflockung zur Folge. In Leitungswasser kommt eine kaum bemerkbar: 
Ausflockung zustande durch die Einwirkung einer Gasmischung, in welcher 
die CO,-Tension mehr als 50 Proz. des atmospharischen Druckes betrigt. 
In einer NaHCO,-Lésung, welche aquimolekular mit Leitungswasser 
ist, ist eine Agglutination erst bei der Einwirkung eines Gasgemisches 
festzustellen, in welchem die Kohlendioxydtension 75 Proz. des atmosphiairi- 
schen Druckes betrigt (vgl. Tabelle I). 

Die hier angegebenen Beobachtungen lassen also leicht feststellen, daS 
die in verschiedenen Medien eintretende Ausflockung von verschiedener 
CO,-Tension abhdngig ist. Die in verschiedenen Medien auftretenden 
Konfigurationsunterschiede der Flocken wurden ‘schon oben (S. 355 bis 361) 
hinreichend erértert, indem eine Abhangigkeit zwischen dem Konfigurations- 
bilde der Agglutinate und der duBeren Gestalt der Spermien festgestellt 
wurde. AuBerdem laéBt sich noch eine verschiedene Intensitaét der Aus- 
flockung feststellen, welche durch die Héhe der jedesmal angewandten 
Tension des Kohlendioxyds bedingt ist. Die Intensitét der Ausflockung 
wird dureh Einwirkung verschiedener CO,-Tensionen hinreichend ab- 
gestuft. Typische Ausflockungsintensitéiten lassen sich ohne besondere 
Schwierigkeit geniigend abgrenzen, und zwar kommt eine schwach aus- 
geprdgte Ausflockung in der Form kurzer und zerfranzter Faden vor, wes- 
halb sie auch fddchenartig genannt und mit einem Symbol + bezeichnet 
wird'). Sie kommt zustande z. B. durch Einwirkung auf die in destilliertem 
Wasser bzw. in 0,3proz. MgC),-Lésung aufgeschwemmten Spermien, eines 
CO,-Luftgemischs, in welchem die Kohlendioxydtension 2 Proz. des atmo- 
spharischen Druckes betragt. 

Die erste Stufe einer gut ausgebildeten Agglutination l4Bt den einzelnen 
Agglutinaten eine faidchen-netzartige Struktur erkennen, wobei das Netz 
ganzlockerist. Dieser Intensitaétsgrad der Ausflockung wird demgemaB netz- 
artig genannt und mit dem Symbol + gekennzeichnet. So eine Ausflockungs- 
art kam zustande, wenn z. B. auf die in destilliertem Wasser bzw. in 
0,3proz. MgCl,-Lésung aufgeschwemmten Spermien ein Gasgemisch ein- 
einwirkt, in welchem die CO,-Tension 10 Proz. des atmospharischen Druckes 
ausmacht. Etwas héhere CO,-Tension hat naturgemaB starkere Ausflockung 
zur Folge, welche mit Symbolen + ! bzw. ++ bezeichnet wird. 


1) Ein Ausrufungszeichen (!) bezeichnet einen starkeren Agglutinations- 
grad, welcher eine Mittelstellung zwischen zwei benachbarten Agglutinations- 
graden annimmt. 
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bewirkt. Der Kolben mit den in 0,3proz. MgCl,-Lésung auf. 
geschwemmten Spermien weist makroskopisch eine hochgradige Au: 





Zwei verschiedene, obwoh! sehr benachbarte Konfigurationen der Samenfadenayglutinationen, 

welche durch die Einwirkung auf die in 0,3 proz. Mg Cla-Losung aufgeschwemmten Spermicn ciner 

COg-Luftmischung, in welcher die CO,-Tension 60 Proz. des atmospharischen Druckes betragt 

zustande kam. Charakteristisch ist die spinnwebartige Zeichnung und unregelmaBige UmriBlinic 
der Agglutinate. 





Abb. 3. Abb. 4. 
Dasselbe Objekt bei der Immersions. Seas Shee: Sen. Veapseee 
+. eines lockeren Agglutinats, in welchem da 
vergroBerung. <a > " 
gegenseitige Verhalten der agglutinierten Samen- 
Es ist die auferst dichte Verfilzung der faden zum Vorschein kommt, wobei eine parallele 
Samenfaden zu bemerken. Anordnung der Samenfaden deutlich zu sehen ist. 





flockung auf. Mikroskopisch bei schwacher VergréBerung erscheinen 
die Agglutinate netzartig und zeigen eine Tendenz zur dichten 
Klumpenbildung (Abb. 1, 2). 
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Bei starker VergréBerung der verdichteten Teile der Agglutinate 
ist eine beinahe parallele Anordnung der Samenfiden wahrzunehmen, 


obwohl auch eine unregelmabige Verfilzung nicht zu leugnen ist 


(Abb. 3, 4). Die loseren Stellen 
der Agglutinate lassen auber 
der parallelen Anordnung auch 
eine Verknotung, welche durch 
Spermienschwanze gebildet sind, 
feststellen (vgl. Abb. 4). 

Der Inhalt des zweiten Kol- 
bens mit den in destilliertem 
WasseraufgeschwemmtenSamen- 
fiden unterscheidet sich wenig 
von dem ersten; nach 10 Mi- 
nuten dauernder Exposition sind 
die Flocken mehr abgerundet 
und von mittlerer GréBe. Mikro- 
skopisch stellen sich die Agglu- 
tinate als ein nur wenig zer- 
franzter Klumpen dar, welcher 
fast ausschlieBlich aus defor- 
mierten Samenfiden zusammen- 
gesetzt ist (Abb. 5). 





Abb. 6. 


Agglutination der Samenfaden, welche in 
Leitungswasser autgeschwemmt und der oben 
bezeichneten CO, -Luftmischung ausgesetzt 
wurden. Es ist ein suBerordentlich deutlicher 
Unterschied in der Agglutinati tit im 
Vergleich mit voriger Abbildung zu konsta- 
tieren. Die Agglutinate sind locker und klein. 








Abb. 5. 
Agglutination der Samentaden, 
welche in destilliertem Wasser autgeschwemmt 
und der Einwirkung oben bezeichneter CO,: 
Luftmischung ausgesetzt wurden. Sehr charak- 
teristisch sind die grofsen, rundlichen Klumpen. 
die aus ausnahmslos deformierten Samentaden 
bestehen. 





Abb. 7. 


Dasselbe Objekt bei der Immersions- 
vergroBerung. 
Die Deformationen der Samenfiden sind 
deutlich zu sehen. 
Man kann ésen- und federartige Defor- 
mationen ohne weiteres gut wahrnehmen. 
9 
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Tabelle 


EinfluB der verschiedenen CO,-Tensionen auf die Beweglichkeit und Agglutinations 
Mg(l,-Lésung aufgeschwemmt sind, 





sitionsdauer 


= Zeit der Expos 
5 


w 


10 


2 Proz. 








CO-Tension des 


10 Proz. 20 
Leitungswasser 0,3 proz. Mg ClosLésg. Leitungswasser 0,3 proz. Mg Clo-Lésg. Leitungswasser 
‘, Aggluti 2 Aggluti- : on, |Aggluti- . Aggluti- = Aggluti- 
—~ nations > nations a - |nationss ae nations: os ~ “ee ~ ae 
intensit. intensit. | intensit. intensit. intensit. 
Mittelstark, Gut, leichte Unmittelbar ~ Anfangs gar + + Sehr 
bleibt Abschwich. nach der Ex: keine, nach schwache, 
bestehen nach 10’ — gar 3’ seltene worauf ganz: 
eine, nach und kaum licher Still. 
5’ seltene bemerkbare stand 
Oszillas 
tionen der 
Schwanze 
Die Oszilla- - Ein Teil der + Einzelne Einzelne +++ Sehr 
tionen der Spermien be- Spermien Spermien schwach, ist 
Spermien- weglich, schwach be- beweglich, jedoch nach 
schwanze nach 10’ Ab: weglich, spater Still. 20’ noch er- 
schwachen schwachung nach 50’ dass stand halten 
sich nach selbe 
10’ ab 
Schwache, - Schwache, +! Nicht — Nicht +4 Antangs 
ein Teil der nach 10’ ver- bemerkt bemerkt keine, spater 
Spermien mehrte Oss Oszillations- 
weist lang. zillationen bewegungen 
dauernde bei einigen 
Oszillas Spermien 
tionen auf 
Oszillations - Gar keine, ++ Anfangs gar - Nicht +++ Anfangs gar 
bewegungen auch nach 10)’ keine, nach bemerkt keine, nach 
bei kaum 5’ Oszillas 5’ Oszilla- 
einigen Sper- tionen der tionen der 
mien, die Spermien- Spermien- 
nach 5’ zu- schwianze schwanze 
nehmen einiger einiger 
Samenfaden Samentaden 











Anmerkung. Zeiten in der Rubrik .Beweglichkeit* sind als angegeben nach der Expositionsabbrechung zu verstehen. 


Der dritte Kolben, mit der in Leitungswasser vorbereiteten Samen- 
fadensuspension, weist makroskopisch nach zehnminutiger Exposition 
sehr kleine, lockere Agglutinate auf, welche fast ausschlieBlich aus 


stark deformierten Samenfiden bestehen. 


Im Felde sieht man jedoch 


viele Spermatozoen, welche ganz lose liegen und eine entweder ganz 
normale oder leicht deformierte Gestalt bewahren (Abb. 6). Eine 
stirkere VergréBerung zeigt, daB die Agglutinate aus wenigen verwickel- 
ten und gréBtenteils deformierten Spermatozoen bestanden (Abb. 6, 7). 

Um die letale Tension des Kohlendioxyds fiir jede Art der Samen- 
fidensuspension und verschiedene Expositionszeiten durchschnittlich 
zu bestimmen, wurde eine Reihe von Experimenten ausgefiihrt, deren 
Ergebnisse in der beigefiigten Tabelle I] angegeben sind. Es wurde 
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Tabelle 


itt der Temporariaspermien, welche in Leitungswasser bezw. in 0,3 proz. 
erschiedener Expositionsdauer. 


glutinations 
emmt sind, 

















50 Proz. 100 Proz. 
ings wasser z. Mg Clo-Lésg. Leitungswasser 0,3 proz. Mg Clo-Lésg. Leitungswasser 0.3proz. Mg ClosLésg 
ich Asgluti- Aggluti- ne  Aggluti- | Aggluti- - 1,  Aggluti- 2. Aggluti- 
ich nations: nations: —— nathons: ee nations: -—~ nations: ——e ac. 
intensit. intensit. intensit. intensit. intensit. intensit. 
+++! Nur ein Teil + Keine ++4+41! Sehr seltene + + 4 Keine t++++!! 
he, anz | der Spermien und kaum 
anzs till in a bemerkbare 
Still. nach 10’ Oszilla- 
1 etwas tionen, 
starkere worauf in 
Kiirze Still. 
stand 
++4! Sehr + Gar keine +++4! #Anfangs + + + Gar keine +++!! 
ist schwache, keine, nach 
ach worauf voll- 20’ Bewe- 
ers standiger ung der 
Stillstand rmien: 
schwanze 
einiger 
Samentaden, 
nach 50’ 
Stillstand 
s +++! Keine + Gar keine +++4! Gar keine +++!!| Gar keine ++4+4!!! 
iter 
ns nzelner 
en i 
en Kirze 
“ - 
4 gs ger + ++! Keine + Gar keine ++++! Garkeine +++!!| Garkeine +444!!! 
a : ; 
ae 
or 
u 
4 
n 











u verstehen. 


angenommen, daB die Bewegung der Spermienschwanze als Indikator 
der Lebenserscheinungen anzusehen und _ stindige Bewegungslosigkeit 
als Todeszeichen zu betrachten sind. Zwei Spermiensuspensionsarten 
wurden in Betracht gezogen, nimlich die in Leitungswasser und in 
der 0,3 proz. MgCl,-Lésung vorbereiteten Aufschwemmungen. Leitungs- 
wasser wurde bei diesen Versuchen als im gewissen Sinne physiologisches 
Medium betrachtet, das frisch ejakulierte Temporariasperma findet sein 
natiirliches, physiologisches Medium in siiBen Gewissern. Die CO,- 
Tension wurde so gewahlt, daB jede Suspension bei jeder angewandten 
Exposition méglichst charakteristische Merkmale liefere. Die maximale 
Expositionsdauer wurde von der durchschnittlichen Lebensresistenz der 
aufgeschwemmten Samenfaiden in Abhingigkeit gebracht. 
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Die Beobachtungsresultate sind folgende: Die CO,-Tension von 
2 Proz. des atmospharischen Druckes wirkt bei einstiindiger Exposition 
auf die in 0,3proz. MgCl,-Lésung aufgeschwemmten Spermien letal. 

Die in Leitungswasser aufgeschwemmten Spermien lassen unter 
denselben Bedingungen noch manche schwache Lebenserscheinung 
wahrnehmen. Die CO,-Tension, welche 10 Proz. des atmosphiirischen 
Druckes betragt, wirkt nach 25 Minuten auf beide erwihnte Arten 
der Samenfidenaufschwemmungen letal, obwohl Abweichungen 
in dem Verhalten einzelner Samenfiden und in verschiedenen 
Zeiten verfertigten Spermiensuspensionen zum deutlichen Ausdruck 
kommen. 

Eine CQ,-Tension von 50 Proz. Atmosphire erwies sich als 
unbedingt letal fiir die sowohl in 0,3 proz. MgCl,-Lésung als auch in 
Leitungswasser aufgeschwemmten Samenfiiden. Es besteht jedoch 
eine Zeitdifferenz in bezug auf die tédliche Wirkung des Kohlendiox yds 
auf beide Suspensionsarten: Die in 0,3proz. MgCl, aufgeschwemmten 
Spermien gehen unter obigen Bedingungen in 5 Minuten zugrunde, 
dagegen erliegen die in Leitungswasser aufgeschwemmten erst nach 
25 Minuten demselben Schicksal. Die individuellen Unterschiede in der 
Resistenz der Samenfiiden gegen CO,-Einwirkung erwiesen sich als 
auffallend hoch. 

Obwohl nun die Intensitat der Agglutination in einem geraden 
Verhaltnis zur Héhe der CO,-Tension steht, so sind jedoch hier nur 
relative Werte von einer Bedeutung, da auber dem Partialdrucke 
noch die Art des Mediums, in welchem die Spermien sich befinden, 
sich von ausschlaggebender Wichtigkeit erwies. Tabelle I erlautert das 
hier Gesagte. 

Diese Ergebnisse gaben jedoch keinen AufschluB auf die offen- 
stehenden Fragen, nimlich, ob die Samenfidenausflockung durch 
die spezifische Einwirkung des Kohlendioxyds in gewissen Medien 
bedingt oder ob die Ansiuerung der Suspensionen, also die Wasserstoff- 
ionenkonzentration, von ausschlaggebender Bedeutung sei. 


Es war notwendig, eine Reihe von Bestimmungen der H'-lonenkonzen- 
trationen an untersuchten Spermienaufschwemmungen und gebrauchten 
Lésungen vorzunehmen. Die ersten Bestimmungen wurden an Lésungen 
ausgefiihrt; diese Lésungen wurden einer Einwirkung von verschiedenen 
CO,-Luftgemischen ausgesetzt und dann in bezug auf die H’-lonenkonzen- 
tration untersucht. Die Versuchsanordnung bei Bestimmungen an Spermien- 
suspensionen waren mit den obigen identisch. Es zeigte sich alsbald, dab 
die Gr6éBenunterschiede der H’-lonenkonzentration zwischen den reinen 
Lésungen und der Samenfaidenaufschwemmungen bei sonst identischer 
Versuchsanordnung in sehr kleinen Grenzen schwanken. Diese lassen sich 
in 0,1 bis 0,2 py-Werten ausdriicken, liegen also an der Genauigkeitsgrenze 
der Methode (vgl. Tabelle ITI). 
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Destilliertes Wasser und 0,3proz. MgCl,-Lésung als ganz ungepuffert 
und Leitungswasser mit sehr kleinem Pufferungsvermégen dndern nach 
Zusatz der Spermiensuspension nicht ihre Eigenschaften in dieser Be- 
ziehung. Um so mehr war zu erwarten, daB die Pufferlésungen bei dem 
Zusatze einer Samenfadensuspension gar keinen Anderungen in ihren 
H’-Werten unterliegen werden. 

Die 0,3proz. MgCl,-Lésung gleicht beinahe einer n 18 Lésung, welche 
zu keinem merklichen Salzfehler bei den Bestimmungen der H’-ionen- 
konzentrationen fiihren kann. 

Es wurde schon friiher hervorgehoben, daB eine CO,-Tension, welche 
| bis 2 Proz.,des atmosphirischen Druckes betragt, in destilliertem Wasser 
anfangliche Agglutination hervorruft. Bei zweimal héheren Tensionen resultiert 
eine ausgezeichnete fadchenartige Agglutination. 

Im ersten Falle betragt die Wasserstoffzahl p,, = 5,3 bis 5,2, im 
zweiten Falle p,, = 4,8 bis 4,6. In Leitungswasser wurde eine nur 
sehr schwache Samenfidenagglutination hervorgerufen bei einer CO,- 
Tension, welche 50 bis 60 Proz. des atmospharischen Druckes betriigt. 
Die Wasserstoffionenzahl betrug Py = 54 bis 5,2 bis p, 5.0. Das 
Ansteigen der CO,-Tension hatte eine Steigerung der H -lonenkonzen- 
tration zur Folge, und die wiederum verstarkt die Intensitat der 
Ausflockung. Es wurde also ohne Zweifel ein enger Parallelismus zwischen 
Wasserstoffzahl und der Agglutinationserscheinung festgestellt. Eine 
ursichliche Abhangigkeit zwischen diesen beiden Erscheinungsreihen 
wurde damit noch nicht bewiesen. 

Nicht ohne Bedeutung ist der Umstand, da Kohlendioxyd sehr 
rasch und tief in das Protoplasma eindringt und parallel mit der Ver- 
minderung der Oberflichenspannung die narkotischen Einwirkungen 
hervorruft [ Winterstein*)]. Diese Erwigungen miissen Beriicksichtigung 
finden, da auBer der Wasserstoffionenkonzentration selbst‘ die oben 
erwahnten Momente, wie rasches Eindringen des CO,, narkotische 
Wirkung und Verminderung der Oberflichenspannung bei dem Zu- 
standekommen der Agglutinationserscheinung eine Rolle spielen konnten. 

Es war also wichtig, die spezifische Einwirkung des Kohlendioxyds 
ganz auszuschlieBen, was durch Puffer ohne Schwierigkeiten erfiillt 
werden konnte. Diese Versuchsserie wurde mit einer Samenfider- 
aufschwemmung in ©,3proz. MgCl, angestellt. 

Es wurden Mc Ilvainesche Puffermischungen angewandt (welche 
aus 0,2 molarem basischen Na-Phosphat und 0,1 molarer Citronen- 
saure zusammengesetzt sind). Es wurde eine ganze Skala von p,, = 7,6 
bis 3,0 vorbereitet. 

In Reagensglischen, welche 0,5cem der Samenfidenaufschwem- 
mung enthielten, wurden je 10 ccm Puffer von je verschiedenem p,, = 5,4 
bis 4.4 zugegeben. Die Agglutination kam nicht zustande. In den Puffer- 


; 
1) H. Winterstein, Die Narkose 8S. 228f, 1919. 
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gemischen von geringer Wasserstoffionenkonzentration weisen dic 
Samenfiiden sogar einige Zeit Beweglichkeit auf, bei héheren H’-Ionei. 
konzentrationen hért die Bewegung nach kurzer Dauer auf oder ox 
tritt sogar eine momentane Lahmung ein, ohne jede Spur einer Aus. 
flockung. So gelangt man zu anscheinend widersprechenden Erge})- 
nissen: Es tritt einerseits eine energische Ausflockung der Samenfiide: 
unter dem EinfluB des Kohlendioxyds ein, wobei die H -lonenkonzen- 
tration ausschlaggebend erscheint, andererseits erweisen sich dice 
Wasserstoffionenkonzentrationen der Puffermischungen, die stark 
genug waren, um ausgiebige Agglutination zu erzeugen, ohne jeden 
EinfluB auf die Samenfidenaufschwemmung. 


Als mégliche Erlauterung dieser Tatsachen habe ich angenommen, 
daB die Hemmung der Ausflockung bei den genannten Puffergemischen 
durch hohe Konzentrationen von Salzen bedingt sei [L. Michaelis')). 


Orientierungshalber wurden die Mischungen von unagglutinierten 
Samenfidenaufschwemmungen und Pufferlésungen mit destilliertem 
Wasser stark verdiinnt, und in einem Augenblick ging die Ausflockung 
vor sich, deren héchste Intensitat in stark saurer Lésung erreicht wurde. 
In dieser einfachen Weise gelang es, die anscheinend widersprechenden 
Resultate geniigend zu erkliren, wohl aber entstanden neue Spezial- 
fragen. In erster Linie muBte man sich dariiber klar werden, welche 
Salze und ganz besonders, welche im biologischen Sinne wichtigen 
Salze eine hemmende Wirkung auf die Agglutinationsphinomene ent- 
falten. Weiter muBte beantwortet werden, ob Kationen oder Anionen 
und unter welchen Bedingungen sie den Ausfall der Agglutination 
bewirken. 

Bevor wir an obige Fragen herantreten, sollen noch einige Beobachtungen 


angefiihrt werden, welche den Einflu8 der verdiinnten Puffermischungen 
auf die Samenfidenaufschwemmungen betreffen. 

Da Mc Ilwaines Puffer einer groBen Verdiinnung bendétigen, um 
die Einwirkungsweise der H’-Ionenkonzentration anstandslos zu demon- 
strieren, so wihlte ich die Michaelisschen Regulatoren, die aus Mischungen 
von n Acid. acet. und n Natr. acetic. bestehen, wobei die Konzentration 
des Natriumacetats stets einer n/20 Lésung entspricht. In dieser (und auch 
sogar bei zwei- bis dreimal starkerer) Konzentration, leisteten die Regu- 
latoren dasselbe, so daB‘es nicht nétig war, dieselben irgendwie zu verdiinnen. 
Die Ausflockungen, welche durch Regulatoreneinwirkung zustande kamen, 
lieBen sich mit viel gréBerer Feinheit abstufen als durch Einwirkung der 
verschiedenen CO,-Spannungen. 


0,5 cem der Standardsuspension in 0,3 proz. MgCl,-Lésung ergaben 
nach Zugabe 9,5 ccm des Michaelisschen Puffergemisches von p,, = 5,3 


1) L. Michaelis, Technik der Saéureagglutination. Abderhaldens Handb. 
d. biol. Arbeitsmethod., Abt. XIII, Teil 2, S. 288, 1924. 
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sehr feine, lockere, leicht zerfallende Agglutinate ; freiliegende Samen- 
fiden befanden sich in sehr groBer Zahl (Abb. 8, 9). 


Der Regulator von p, = 5,0 gab ein sehr ahnliches Bild, nur 
waren die Agglutinate ein wenig stirker, manche sogar stellen sich 
noch tippiger vor; unter ihnen befanden sich aber auch ganz lockere 
Flocken, auBerdem waren freiliegende Spermien noch iiberall zu sehen. 


Abb. 9. 


Agglutination der Samenfaden, Dasselbe Objekt unter gleicher VergréBerung. 
welche durch Einwirkung des Michaelisschen Eine Anhiufung der oben abgebildeten 
Regulators von Py = 5,3 auf die in 0,3 proz. Agglutinate zu einem grofen Klumpen, der 
MgCly-Lésung aufgeschwemmten Spermien _ eine starke Agglutinati hahmt, jedoch ist 
zustande kam. Man sieht kleine und lockere keine Verfilzung der Samenfaden eingetreten, 
Agglutinate, welche aus undeformierten man sieht sie fast einzeln liegen, obwohl 

Samenfaden bestehen. die Spermien dicht angeordnet sind. 





Der Regulator von p,, = 4,7 entsprach fast genau der Ansiuerung 
des destillierten Wassers bzw. der 0,3proz. MgCl,-Lésung durch CO,- 
Tension, welche 2 Proz. des atmosphirischen Druckes betrigt. In 
Leitungswasser ist dieselbe H-lonenkonzentration zu erreichen durch 
eine Sattigung mit einem Gasgemisch, deren CO,-Tension 75 Proz. des 
atmosphiarischen Druckes betrigt. Dieser Regulator bewirkt eine 
ziemlich starke Ausflockung, die Agglutinate sind geniigend fest. Die 
mehr lockeren Flocken, betrachtet unter einer Immersion (!/,”, Zeiss), 
zeigen ein Bild, welches sehr ahnlich ist einer Samenfaidenaufschwem- 
mung in 0,3proz. MgCl,-Lésung, die durch eine CO,-Tension, welche 
60 Proz. des atmosphirischen Druckes betragt, angesiuert wurde. 
Mehr kompakte Stellen zeigen bei derselben VergréBerung sehr stark 
verfilzte aber sehr wenig deformierte Samenfiden. (Abb. 10, 11). 


Spermiensuspension, welche in Leitungswasser vorbereitet wurde 
und welche unmittelbar mit einem Regulator von py = 4,7 vermischt 
wurde, gab lockere und zahlreiche Agglutinate. Da eine ganz frische 
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Aufschwemmung gebraucht wurde, so erlagen die Samenfaden keine: 
Deformation, und die allgemeine Konfiguration der Flocken unterschied 





Abb. 10. 
Agglutination der in 6,3 proz. Mg Cly-Losung 
aufgeschwemmten Spermien, welche der Eins 
wirkung des Michaelisschen Regulators ron 
4,7 ausgesetzt wurden. Man _ sieht 
ziemlich starke Verfilzung der Samenfaden, 
welche nur ausnahmsweise Deformations: 
erscheinungen verraten. 


Agglutination der Samenfaden, welche in 
Leitungswasser aufgeschwemmt und sogleich 
nach der Anfertigung der Suspension der 
Einwirkung des Michaelisschen Regulators von 
Py = 47 ausgesetzt wurden. Konfiguration 
des Agglutinats ist der in Abb. 10 grund- 
satzlich gleich, was der Anwesenheit un- 
deformierter Spermien zuzuschreiben ist 


Abb. Il. 


Dasselbe Objekt bei der Immersions- 
vergroBerung. 


Es sei auf das gegenseitige Verhalten der 

agglutinierten Samenfiden aufmerksam ge« 

macht und vergleichsweise auf die Abb. 4 
hingewiesen. 


Abb. 13. 


Agglutination derselben Samentadenaut 

schwemmung, welcher erst 45 Minuten nach 

ihrer Anfertigung der Michaelissche Regulator 
von Py = 4,7 zugesetzt wurde. 


Die Agglutinate sind ziemlich locker und 
bestehen meistenteils aus deformierten 
Samenfaden. 


sich gar nicht von derjenigen, welche in der Aufschwemmung mit 
0,3proz. MgCl,-Gehalt entstanden (Abb. 12, vgl. Abb. 10). 





einer 


thied 
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Dieselbe Samenfadenaufschwemmung laBt nach 30 bis 45 Minuten 
langen ruhigem Stehen Veranderungen in der auBeren Gestalt der Sperma- 
tozoen erkennen. Nach Zugabe des Puffergemisches von py = 4,7 andert 
sich das Ausflockungsbild bedeutend. Obwohl die Agglutinate ebenso 
kompakt sind wie die obigen, so ist ihre Konfiguration in eine klumpen- 
formige tibergegangen, was mit der Deformation der Samenfiiden in 
unmittelbarer Abhangigkeit steht. Die Agglutinate liegen nebenein- 
ander als isolierte Kliimpchen; die Spermien von normaler Gestalt sind 
nur vereinzelt zu sehen (Abb. 13). 

Dieses Bild erinnert sehr an die Art der Spermienausflockung, 
welche entsteht durch CO,-Einwirkung bei einer Tension, die 60 Proz. 
des atmosphiarischen Druckes betragt, auf die in dem Leitungswasser 
vorbereiteten Samenfidenaufschwemmung (vgl. Abb. 6). 

In destilliertem Wasser vorbereitete Spermiensuspension, welche 
erst 30 Minuten nach ihrer Vorbereitung mit Michaelisschem Regulator 


Abb. 15. 
Agglutination der in destilliertem Wasser vor Dasselbe Objekt 
berei S fad pension, welche erst 
nach eingetretener Deformation der Spermien 
der Einwirkung des Michaelisschen Regulators 
ron Py = 4,7 ausgesetzt wurde. Die Aggluti: | Man sieht ziemlich dicht verfilzte und fast 
nate sind von demselben Charakter und ausnabmslos ésen- und federartig deformierte 
gleicher Konfiguration wie die, welche in Samentiaden. 
Abb. 13 abgebildet sind. 





wie in voriger Abbildung unter ciner 
ImmersionsvergroBerung. 


behandelt wurde, erliegt einer Ausflockung, wobei die Agglutinate 
wenig dicht sind; einen Teil der Spermien findet man freiliegend. Die 
Samenfiden sind mit wenigen Ausnahmen deformiert, und das ganze 
Bild erinnert stark an die Agglutination der in Leitungswasser auf- 
geschwemmten Samenfiden, welche erst nach einiger Zeit der Puffer- 
lésungswirkung ausgesetzt wurde (Abb. 14). Unter Immersions- 
vergréBerung lat sich leicht nachweisen, da die Agglutinate zu- 
sammengesetzt sind aus stark deformierten Samenfiden, welche die 
Gestalt von Osen und Ringen annehmen (Abb. 15). 
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LaBt man das Kohlendioxyd bei einer Tension, welche 60 Proz 
des atmospharischen Druckes betragt, auf eine in Leitungswassser aut- 
geschwemmte Spermiensuspension einwirken, so erhielt man ein Bild, 
welches dem oben beschriebenen sehr ahnlich ist. 

Sittigung mit reiner CO,-Atmosphare einer Spermienaufschwem 
mung in destilliertem Wasser bzw. in 0,3proz. MgCl,-Lésung, bewirkt 

eine Wasserstoffionenkonzentration 
von Py = 3,5. 

Die bisher beschriebenen Agglu- 
tinationsbilder waren wenig ausge- 
sprochen, was den niedrigen Werten 
der H-Ionenkonzentrationen der 
angewandten Lésungen zuzuschrei- 
ben ist. 

Erst jetzt gelangen stark aus- 
gebildete Agglutinationsbilder zur 
Beschreibung, welche unter dem 
EinfluB der hohen Wasserstoffionen- 
konzentrationen zustande kommen. 
Auch bei dieser Versuchsanordnung 
wurden zu den 0,5cem Standard- 

Ein groBes Agglutinat aus den in 0,3proz. Spermienaufschwemmung 9,5 ccm 
a eas aan dae aan des Michaelisschen Regulators von 
Regulators von py == 3,6 ausgesetzt wurden. Pu = 3,5 zugegeben. 


Man sieht héchstgradige Verfilzung der Samen- — ‘ a 
faden, welche einen unregelmafigen, zer- Die in 0,3 prog. MgCl,-Losung 


franzten Brocken bilden. vorbereitete Samenfidenaufschwem- 

mung agglutinierte sehr stark, es 

_ entstanden sehr groBe Flocken, welche sich nur schwierig mechanisch los- 
lésen lassen. Deformierten Spermien begegnet man nur ausnahmsweise. 
CO,-Luftgemisch, in welchem die Kohlendioxydtension 60 Proz. 

des atmospharischen Druckes betrigt, verursacht in einer in 0,3 proz. 


Tabelle III, Wasserstoffionenkonzentrationen, welche erzeugt werden dur 
in welchen die Suspens 





C OsTension in Pro 


1 Proz. 2 Proz. 5 Proz. 10 Pro 


Art der Flissigkeit "|Sperusion- Spermien- ~ TSperusion- — 5 
'Rein von| auf Rein von aut- Rein von aut- Rein von 
Spermien| schwem: Spermien| schwems Spermien schwem-s Spermien s° 
mung mung mung 0 

Py des Leitungswassers, 

in welchem die Gass _. ,, a 

mischung aufgeléstist 7,0-6,8 7,2-7,0 
PH des destillierten 

Wasser, in welchem 


Se 


die Gasmischung auf-  —_ = = 
gelést ist . 5,2-5,0 | 5,3-5,2 
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Proz MgCl,-Lésung aufgeschwemmten Spermiensuspension ausgeprigte Aus- 
aul- flockung, jedoch die Agglutinate sind nicht so stark entwickelt wie im 
Bild, letzten Falle, was mit niedriger H -lonenkonzentration im Zusammen- 

hang steht (s. Tabelle II], Abb. 16, vgl. Abb. 1, 2). 
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Agglutination der in Leifungswasser autges 

schwemmten Spermien, welche sogleich nach 

Anfertigung der Suspension einer Einwirkung 

des Michaelisschen Regulators von Py = 3.5 
ausgesetzt wurde. 

Man sieht grobe, dichte Agglutinate, welche 

aus vollstandig undeformierten Samentaden 


Agglutination der Samenfaden aus derselben 
S fad fsch g. elche erst 
45 Minuten nach ihrer Aatentidune der Ein- 
wirkung des Michaclisschen Kegulators von 
Py = 3,5 ausgesetzt wurde. Man sieht, dal 
die Agglutinate sich als klumpenartige Brocken 
darstellen, welche aus lauter deformierten 








ung zusammengesetzt sind Samentaden bestehen. 

em- 

2 €8 Die Samenfidenaufschwemmung, weléhe in Leitungswasser_ vor- 
los- bereitet und sogleich nach der Verfertigung einer Einwirkung des Puffer- 
pise. gemisches von py = 3,5 ausgesetzt wurde, stellt ein Bild dar, welches 
ToZ. dem eben beschriebenen in allen Details abhnlich ist (Abb. 17, 


roz. vgl. Abb. 1, 2). 


pn lure ing mit C Og-Luftmischungen der Spermienaufschwemmungen bzw, der Lésungen, 


Suspenfirtigt sind. 





ion in Pro ospharischen Druckes 


75 Proz. 190 Proz. 
Spermien- Spermien- Spermien- Spermien- Spermien- 
aul Rein von auf: Rein von aut. Rein von aut- Rein von auf- 
schwem- Spermien schwem-s Spermien schwem- Spermien schwem- Spermien schwem- 
mung mung mung mung 


>, 
10 Pro 50 Proz. 


60 Proz. 


54-52 54-52 52-50 52-50 5,0-48 5,0 48-47 


5,7-5,6 


3,8 - 3,8-3.6 3.8 3,8-3.6 3,6-3.5 
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Dieselbe Aufschwemmung gab ein ganz anderes Bild, wenn sie erst 
nach 45 Minuten mit dem Puffergemisch von py = 3,5 zugesetzt 
wurde; die Flocken bestanden stets aus deformierten Samenfiden und 
die Art der Agglutinate entspricht dem netz-klumpigen Typus, dere) 
Silhouette mehr rundlich sich darstellt. (Abb. 18.) 


Vergleicht man jetzt diese Agglutinate mit denen, welche dure! 
eine CO,-Einwirkung (Tension des Kohlendioxyds 60 Proz. des atmo- 
sphirischen Druckes betriagt) bewirkt wurden, so merkt man leicht 
cine grobe gegenseitige Ahnlichkeit, obwohl im ersten Falle die Intensitat 
der Ausflockung viel gréBer als bei den letzten ist (vgl. Abb. 6). 


ae. a ‘ 


Abb. 19. Abb. 20. 


Agglutination der in destilliertem Wasser aut- 
: geschwemmten Samentfaden, zu welchen uy 
vergroBerung. mittelbar nach der Suspensionsanfertigung der 

Es sind die stark deformierten Michaelissche Regulator von py 3.5 Zue 
und dicht verfilzten Samenfiaden — wurde. Man sieht ein sehr grofes 
Agglutinat, das aus undeformierten Samen- 

we bemerken. taden besteht und den abgebildeten Aggluti 
naten in Abb. 16 (zum Teil auch in Abb. 17) 

sehr ahnlich ist. 


Dasselbe Objekt unter Immersions: 


Eine ImmersionsvergréBerung ('/;'’) weist in den Agglutinate 
eine Verfilzung der stark deformierten Spermatozoen auf, die Agglutinate 
sind stark entwickelt, und nur ausnahmsweise trifft man vereinzelte 
Samenfiaden (Abb. 19, vgl. Abb. 7). 


Die in destilliertem Wasser vorbereitete Samenfaidenaufschwem- 
mung, welche sogleich nach der Verfertigung mit dem Regulator von 
Pa = 3,5 vermischt wurde, agglutiniert ganz ahnlich wie die in Leitungs- 
wasser bzw. in 0,3proz. MgCl,-Lésung aufgeschwemmte Suspension 
(Abb. 20, vgl. Abb. 16, 17). 
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Dieselbe Spermienaufschwemmung erst 45 Minuten nach der Vor- 
bereitung mit der Pufferlésung vermischt, ergab ganz anders geformte 
Agglutinate, welche abgerundet und klumpenahnlich sind. Wie man 
aus einer ImmersionsvergréBerung ersieht, bestehen die Flocken fast 
ausschlieBlich aus deformierten Samenfaden (Abb. 21, 22). 


Sehr auffallend ist die tiefgreifende Ahnlichkeit zwischen den 
Agglutinationsbildern, welche einerseits unter dem EinfluB der CO,.- 
Luftmischung, andererseits durch Einwirkung von Pufferlésungen 
entstanden sind (vgl. Abb. 5). Diese groBe, fast bis an die Identitats- 
grenze herangehende Ahnlichkeit der Ausflockungsphinomene, welche 


Abb. 21. 


Agglutination derselben Samentadenaut- Dasselbe Objekt unter Immersions- 
schwemmung, welche 5 Minuten nach ihrer vergréterung. 

Anfertiguny der Einwirkung des Michaclisschen Ner ein kleiner Teil der Se faden ist 
Regulators von Py 3,6 ausgesetzt wurde. ndef Lon 

Die Agglutinate sind fast ausnahmslos aus " ; . env # 
deformierten Spermien klumpenartig geformt. ‘GréBtenteils sind charakteristische Osen- 
Das Agglutinationsbild erinnert stark an die und federartige Detformationen  ein- 

Abb. 18. getreten 


durch CO,-Einwirkung bzw. durch Puffermischungen zustande kamen, 
spricht im héchsten Grade fiir die einheitliche Natur der Erscheinung. 

Die oben hervorgehobenen Unterschiede in der Konfiguration der 
Agglutinate (S. 356 bis 361) finden eine befriedigende Interpretation in 
dem Verhalten der auBeren Gestalt der Samenfiden. Durch die Ein- 
wirkung des Kohlendioxyds auf die in 0,3 proz. Mg Cl,-Lésung vorbereitete 
Samenfiadensuspension erhielt man in bezug auf die Konfiguration 
immer nur eine Art der Agglutinate. Die in destilliertem bzw. in 
Leitungswasser aufgeschwemmten Spermien, welche infolge CO,-Ein- 
wirkung einer Ausflockung unterliegen, erlitten durch das langere 
Verweilen in physiologisch wirksamen Medien allmahliche Veranderung. 
Es war sehr schwierig, die einzelnen Momente zu beobachten, da Aus- 
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flockung erst bei langerer Expositionsdauer zustande kommt. Unter 
dessen ist das Verweilen der Samenfiden in destilliertem bzw. i; 
Leitungswasser von groBem EinfluB auf die Gestalt der Spermien und 
folglich auch auf die Konfiguration der Agglutinate. AuBerdem muBt« 
man noch die langsam vor sich gehende toxische Wirkung (nicht 
Penetration) des Kohlendioxyds in Betracht ziehen. 

Das Verwenden der Pufferlésungen hat es erméglicht, diese Ver- 
anderungen Schritt fiir Schritt zu verfolgen. Die Anfangs- und End 
stadien der Verinderungen, welche die Agglutinate durchmachen, sind 
in den beiliegenden Abbildungen wiedergegeben. 

Die Spermien gehen unter dem EinfluB der Regulatorenlésunge: 
fast augenblicklich zugrunde und verharren in einer Gestalt, welch 
fiir den gegebenen Moment charakteristisch ist. So war es méglich, 
aus ein und derselben Samenfidensuspension, unter dem Einflu der 
Puffermischungen wohl charakteristische, aber untereinander grund- 
verschiedene Bilder zu erhalten (vgl. Abb. 17, 18, 20, 21, 22). 

Es wurde bei den Versuchen mit Kohlendioxyd klargelegt, dat 
sich merkliche Unterschiede in den Konfigurationen der Agglutinate 
und in der Intensitat der Ausflockung von Spermienaufschwemmungen 
nachweisen lassen, was davon abhiangt, ob die Suspensionen in de 
stilliertem bzw. Leitungswasser oder in 0,3proz. MgCl,-Lésung ver- 
fertigt wurde. 

Im Gegensatz dazu liefern die Samenfadenaufschwemmungen 
sowohl in destilliertem als auch in Leitungswasser und 0,3 proz 
MgCl,-Lésung unter dem EinfluB des Regulators py = 4,7 se... 
aihnliche Bilder in bezug auf Ausflockungsintensitat. (Vgl. Abb. 1 
12, 13, 14.) Um eine Ausflockung hingegen durch CO,-Einwirkw 
in einer in Leitungswasser vorbereiteten Samenfidenaufschwen 
mung zu erzielen, ist eine 30mal héhere Tension notwendig als 
fiir eine in destilliertem Wasser bzw. in 0,3proz. MgCl, - Lésun; 
verfertigte Spermiensuspension. Dieses verschiedene Verhalten de 
Samenfidenaufschwemmungen kann uns als Mafstab dienen, wi 
einerseits die Puffermischungen die chemischen und physiologische: 
Differenzen zwischen destilliertem und Leitungswasser leicht ausgleiche: 
und andererseits, wie groBe Schwankungen in der angewandten CO, 
Tension nétig sind, um die identische Ansiuerung des destillierter 
bzw. Leitungswassers herbeizufiihren, zwecks Gewinnung von analoge: 


Ausflockungsphanomenen. 


Nach dieser zum Verstindnis der Ausflockungsbilder notwendi 
Beschreibung der verschiedenen Agglutinationsbedingungen kém 
wir uns nun an die ausfiihrlichere Besprechung der Wirkungsweise « 
neutralen Salze bei den uns hier angehenden Erscheinungen wend 
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Die Kationenwirkung wurde an den Chloriden folgender Metalle 
untersucht: K’, Li, Na, NH’, Ca” und Mg’; die Anionenwirkung an 
Natriumsalzen der Cl’, Br’, J’, CNS’, CH,COO’ und SO,. 

Die Beteiligung der Kationen wurde in den Agglutinationserscheinungen 
untersucht, welche hauptsachlich unter Einwirkung des CO, zustande 
kamen. Wie schon friiher erwihnt wurde, konnte der Titer ge- 
brauchter Lésungen bei den Versuchen nicht bewahrt werden, und umsomehr 
wiirde die Anwendung stirker verdiinnter Lésungen zu unabweichbaren 
Ungenauigkeiten fiihren, was man doch vermeiden wollte. 

Die Samenfidensuspensionen wurden gréBtenteils in einer Lésung 
hergestellt, deren EinfluB auf das Ausflockungsvermégen untersucht 
werden sollte. 

Jede zu untersuchende Salzlésung wurde in einer ganzen Reihe von 
verschieden starken Konzentrationen verfertigt, welche untereinander 
um !/;, Normalitaét differieren. 

Indessen zeigte es sich, daB die Samenfiiden, welche verschiedenen 
Exemplaren entnommen waren, gewisse individuelle Schwankungen 
in bezug auf Empfindlichkeit gegen die H-Ionenkonzentration und 
auf die Anwesenheit von Kationen darstellen. Da die angewandte 
Versuchsmethodik mit der zufilligen Verdiinnung der gebrauchten 
Lésungen stets rechnen muBte, so wurde immer nur die starkste 
Konzentration beriicksichtigt, bei welcher die Agglutination noch 
gustande kam. 

Um die hier besprochenen Verhaltnisse quantitativ und anschaulich 
darzustellen, wurden aus den entsprechenden Konzentrationen der 
titrierten Lisungen die Grammiaquivalente der Kationen berechnet. 
Die Versuche wurden auf zweierlei Art angestellt. Zuerst wurden in 
einer Versuchsreihe Lésungen von zunehmender Starke angewandt, um 
die schwichste Konzentration zu bestimmen, welche noch Hemmungs- 
wirkungen ausiibt. In der anderen Versuchsreihe wurde entgegengesetzt 
verfahren. Es wurde eine maximale Konzentration gesucht, bei welcher 
die Agglutination noch eben wahrnehmbar war. Obwohl wahrend der 
Arbeit viele Hunderte von Bestimmungen in dieser zweifachen Weise 
ausgefiihrt wurden, erwies es sich jedoch bei schriftlicher Darstellung 
als zweckmaBig, sich auf die minimalen Konzentrationswerte zu be- 
grenzen, bei welchen die Agglutination noch nicht zustande kommen 
kann. Die Lésungen, deren Konzentrationsgrad niedriger liegt, er- 
méglichen selbstverstindlich den Eintritt der Ausflockung. Gesamt- 
ergebnisse iiber diese zahlreichen und miihsamen Experimente sind in 
beigefiigter Tabelle IV gegeben. 

Aus ihr geht besonders hervor. 

‘1. Lithiwmehlorid in n/8 Lésung wirkt immer noch hemmend auf 
die Agglutination, welche sogar mikroskopisch nicht nachzuweisen ist. 
Die Abnahme der Konzentration der n/8 Lésung zur n/9 Lésung, 
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Tabelle 
Wirkung der Kationen auf den Agglutinationsverlauf der Temporarig 




































a "Ange wandte 
Li'cr Na‘ Cl’ “CI’ _ 

3 rw, , a ze & . _ 3 

te Ree “. Geek ; r “~ eatis g . S. 5.-3 
Titer ‘3 2. 25% 532. é_: ee 255/332 ..% e. 23% Z3s s 
£3) 35 F828, 3e55 E=2 £5 SBOEBEES E88 B25 F656 TES = 
seS| Be ees s8es S28 Se woisesee Soe Se 2545/2582 : 
cf& 26 well 23sS Git 28 Seegos= G85 £2 See 2ilb:: 

eb%| 92 92°) 2heg £82) 32 s2*leeeg SFE) ge [224 ite: 

eale |S |S efizs al< |S Pele al? |e pe 

. 

mg | mg mg mg mg mg 
n/4 40-38) — [1,76 | 38-36. — |5,75 38-36 — 98. ; 
n> 40-38 — |140 O85 38.36 460 | VIS 38-36 + (794 2 BBE 
n/6 40-38 — |1,166) p26, (38-36 + (3,833 oxy, 38-36 + 6533 jon ERS: 
n/7 40-38 — |10 | po, |38-3,6 + |3,285! ofa. 38-36 ++ 5,6 OOS Be 
n/S 40-38 — (0,875 pga |3,8-3,6 ++ |2,875) p'go 38-36 +41/49 Oe) Be 
n/9 40-38 + 0.777 poz 38-3,6+++/2,555 pos, 38-36 +++ 4,355 aan Pas 
n/l0 40-38 ++ |0.70 | % 3,8-3,6++++/2.30 |"? 38 36+++4+ 392 °° Be 


welche in Li-Grammiquivalenten berechnet 0,098 mg auf 1 ccm 
betragt, bewirkt das anfingliche Auftreten der Agglutination. 


2. Natriumchlorid wirkt hemmend bis zu der n/5 Lésung, in welcher 
das Na’-Grammiquivalent auf 1 ccm berechnet 4,60 mg betragt. Zu 
einer wenn auch sehr zarten Agglutination kommt es schon in einer 
n/6 Léisung. Die Konzentration des Na’-Kations auf 1 ccm berechnet 
ist im Vergleich zur vorigen Lésung um 0,767 mg des Natriumgramm- 
aquivalents verkleinert. 

3. Kaliumchlorid bis zu n/4 Lésung iibt eine hemmende Wirkung 
auf die Ausflockung aus. In einer n/5 Lésung 1laBt, sich anfianglich 
Agglutination leicht erkennen. Konzeptration, welche die Agglutination 
: verursacht, betrigt in Grammiquivalenten, auf 1lccm_ berechnet, 
2,04 mg. 

4, Ammoniumchlorid verhalt sich analog dem Kaliumchlorid. Die 
maximale Konzentrationsgrenze, bei welcher die Agglutination noch 
gehemmt ist, scheint noch ein wenig tiefer zu liegen. 

5. Caleiumchlorid beeinfluBt in hohem Grade die Ausflockung, 
indem n/7 Lésung noch hemmend wirkt. Erst in n/8 Lésung kommt 
die Agglutination zum Vorschein. 

6. Magnesiumchlorid laB8t noch in einer n/6 Lésung das Ausbleiben 
der Agglutination erkennen. n/7 Lésung ist nicht mehr imstande, die 
Ausflockung zu hemmen, obwohl die Agglutinate sparlich und zierlich 
sind. Die Ausflockung bewirkende Konzentrationsabnahme, auf 1 ccm 
in Grammiquivalenten des Mg -Kations berechnet, betrigt 0,291 mg. 
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permien unter dem Einflu8 reiner Kohlendioxydatmosphare. 
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Es ist also ohne weiteres sichtbar, da{ die hier in Betracht kommen- 
den Kationen sich in eine Reihe ordnen lassen, und zwar am besten 
in der Richtung abnehmender, hemmender Wirkung: 


Li >Ca > Mg > Na > K > NH, 


Dieselben Ergebnisse wurden auch bei den Versuchen mit Puffer- 
mischungen, welche Ausflockungsvorginge verursachen, erreicht. 

Es wurde auBerdem eine Versuchsreihe angestellt, um antago- 
nistische Wirkung der Kationen auf. die Agglutinationsphinomene zu 
ermitteln. Die Versuche sind aber nicht abgeschlossen und Endschliisse 
werden spater bei anderer Gelegenheit berichtet werden. Es ist nur zu 
berichten, da hier in Betracht kommende Kationen in allen méglichen 
Kombinationen gar keine antagonistische Wirkungen auf das Aus- 
flockungsphinomen ausiiben. Eher konnte man von einer Cumulation 
in Abhingigkeit von individuellen Eigenschaften jedes einzelnen 
Kations sprechen. 

Um die Wirkung der Anionenreihe auf die Saureausflockung der 
Samenfiadensuspension festzustellen, wurde die Versuchsanordnung ganz 
analog wie bei den Versuchen mit der Kationenreihe angestellt. Die 
Anionen wurden als Natriumsalze angewandt, wobei folgende Ver- 
bindungen in Betracht kamen: Na’Br’, NaCl’, Na‘J’, Na, SO%, 
Na CNS’. Die Versuchsergebnisse sind in der beigefiigten Tabelle V i 
| angegeben. Man sieht, dafB die verschiedenen Natriumsalze in der- 
' selben Konzentration die Ausflockung hemmen bzw. daf in der fiir 
alle Salze gleichen Lésung die Agglutination noch zustande kommt. 
26* 
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Tabelle V. 


Agglutinationsverlauf der Temporariaspermien unter dem Einflu8 der 
reinen Kohlendioxydatmosphiare bei Anwesenheit der verschiedenen Anionen. 





Angewandte Salze 





Na’ Br’ Na’ Cl Ned’ Na’ CNS’ "Na SOY 
Titer |H'slonen-|_ 3% H'elonen-| . 3% H'slonens| . 2% H'slonens| » y% H'slonens| 2% 
kon. 3 2 kone |? g= hoes (2 He hese $23 koa $2: 
zentrat. Bes zentrat. aes zentrat. aes zentrat. Bes zentrat. Be § 
Pu (<*8) pp (<*8) pa |<"S) pe |*"S) pe | <8S 
nS (39-38) — |38-36 39-38 — |39-38) — |39-38/ 4 
né |38-36) + 3836 + 38-37 + 39-38! + /39-38| + 
n7? |38-36| + |'3836| + 3938 + |3938 + |/39-38 
ns 3,7-3,6 ++ 38-36 ++ 3,8-3,7' ++ 39-38 ++ 39-38 


Die durch CO,-Einwirkung bedingte Ausflockung in Anwesenheit 
aller erwiihnten Natriumsalze weist ein Hemmungsbild auf, wie es sich 
fiir Na’ -Kationen als charakteristisch erwies. 

Die durch die Michaelisschen Regulatoren unter sonst gleichen 
Bedingungen bewirkte Agglutination verlief analog der durch CO, 
verursachten Ausflockung. Um die Versuchsanordnung und den Gang 
des Experiments in dieser Experimentenserie anschaulich zu geben, 
wird beispielsweise der Verlauf des Versuchs mit NaCN S’-Lésung 
eingehend besprochen. Der Verlauf des Versuchs war folgender: Die dicke 
Spermiensuspension wurde in 0,3 proz. MgCl,-Lésung vorbereitet, was fiir 
den Verlauf des Versuchs — wie oben auseinandergesetzt wurde — ohne 
jeden nachteiligen Einflu8 blieb. Die Fragestellung wurde in folgender 
Weise aufgefaBt: Inwieweit auBert sich der Eirflu8 des CNS’-Ions 
auf den Verlauf der durch den Michaelisschen Regulator von py = 4,1 
bewirkten Spermienausflockung. 

,Die Standardsuspension wurde stets in einer Menge von 0,4 ccm, 
die Pufferlésung stets in einer Menge von 5ccm genommen. Die 
Na CNS’-Lésung wurde in verschiedenen, genau abgemessenen 
Quantitaten zugeschiittet!). Die ganze Mischung wurde mit de- 


1) Wahrend der Ausfiihrung des Versuchs traf ich auf eine gewissermaBen 
paradoxe Erscheinung, welche in gewissem Sinne, dem Danysz-Phdnomen 
analog ist. Wurde namlich zu den Lésungen, welche die Agglutination sehr 
stark hemmen, die Spermiensuspension zugeschiittet, so trat sofort heftigste 
Ausflockung hervor, wogegen umgekehrt dieselben Lésungen, schnell 
zu der Samenfadensuspension zugegossen, die Agglutinationshemmung klar 
erkennen lassen. Vielleicht wird es am einfachsten sein, diese Erscheinung 
sich folgendermaBen zu erkliren: durch Zusatz der Suspension wird ném- 
lich die oberflachliche Schicht der hemmenden Lésung verdiinnt, weshalb 
die Konzentration der hemmenden K6érper plétzlich abnimmt und weswegen 
die charakteristische, ausflockende Wirkung des Regulators deutlich zum 
Vorschein kommt. Wird demgegeniiber zu der Spermasuspension die 
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stilliertem Wasser auf das Volumen bis zu 10 ccm gebracht. Die bei- 
yefiigte Tabelle VI macht den Gang des Versuchs anschaulich. 


Tabelle V1. 


Erlauterung des Versuchsverlaufs unter Einwirkung der NaC NS-Lésung 
auf den AgglutinationsprozeB der Temporariaspermien. Protokollauszug, 
Versuch Nr. 73 22. 111. 1925. 





Menge der M 4 Natrium: M de A 
v Aul- > Menge der sha.o! Menge des Agglutina 
a Putterlosung =), | NaCNS A pal destillierten —_tionsgrad in 
(Py = 41) Losung berechnet Wassers 10 com 
Flussigkeit 
com ecm com me eom 
04 5 1,50 5,750 3,10 
04 3 1,25 5,175 3,35 
04 5 1,00 4,600 3,60 - 
0.4 5 0.75 4,025 3.85 + 
04 5 0,50 3,450 4,10 
0.4 5 0,25 2.875 4.35 ++ 
04 5 0,00 2,300 5.00 of ahs 4 





Die Grammiaquivalentenzah| des Na’-Kations unterscheidet sich 
bei den Versuchen mit verschiedenen Anionengruppen von der bei den 
Untersuchungen mit der Kationenreihe festgestellten Zahl. Den Grund 
fiir diese Differenz kiénnen wir in der nur kleinen Variation der Zu- 


ganze Portion der Fliissigkeit von agglutinationshemmenden Eigenschaften 
schnell zugegossen, so wachst die Konzentration der hemmenden Ver- 
bindungen in der Aufschwemmung so schnell, daB die ausflockende Wirkung 
des Regulators nicht zustande kommen kann. Die deutlich ausgebildeten 
Agglutinate, welche beim Zusatz der Samensuspension zur ,,hemmenden 
Lésung** entstehen, erliegen keiner mechanischen Desintegration mehr, 
besonders dann, wenn die Tétung der Spermien sehr schnell vor sich ge- 
gangen war —, so daB man in diesem Falle in gewissem Sinne von einer 





Irreversibilitat der Agglutination sprechen kann. 

Es ist auch eine andere Deutung dieser Erscheinung anzunehmen:; 
nach Hobers Darstellung (Physikalische Chemie der Zelle und Gewebe, 
V. Aufl., 1922 bis 1924, 8S. 239) haben Spring und Freundlich gefunden, 
daB ,,ein und dieselbe Elektrolytenmenge, der gleichen Menge Kolloid- 
lésung zugefiigt, bei raschem Zusatz eine totale Ausflockung bewirken kann, 
wahrend sie bei langsamem Zusatz die Stabilitat nicht oder wenig stért*’. 
In meinen Versuchen kann also die Ausflockung, die in einer Losung zu- 
stande kommt, welche sonst ausgesprochen hemmend wirkt, in oben an- 
gedeuteter Weise erklart werden. -— Nach Freundlich ist es wahrscheinlich, 
jdaB der rasche Zusatz eine ungleichmaéBige Verteilung der entladenden 
}Ionen auf alle Kolloidpartikelchen bewirkt, wodurch an Stelle der gleichen 
Potentiale Potentialunterschiede zur Ausbildung kommen, die den Anlab 
zu gegenseitiger Anziehung und Ausflockung geben. 
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sammensetzung der angewandten Lésungen finden. Es soll jedoc} 
gleich auseinandergesetzt werden, dal} diese Differenz nur sehr kleiy 
ist und keinen Grund dafiir gibt, die Ergebnisse als zweideutig und 
unsicher zu erkliren. Durch die Anwesenheit des Natriumrhodanats 
bewirkte rudimentiire Ausflockung tritt bei einer Konzentration auf, 
welche in Natriumgrammaquivalenten auf 1 ccm berechnet 4,025 mg 
betragt. Indessen zeigt die Tabelle 1V, daB 3,833 mg des Na’-Gramm. 
‘iquivalents auf lcem berechnet eine schwache Agglutination noc! 
erkennen laBt und 4,60 mg deutliche Agglutinationshemmung zur 
Folge hat. Die Ausflockung kommt also in diesen Grenzen zustande 
Die fiir Natriumrhodanat in meinem Experiment erhaltene Agglu. 
tinationszahl betrigt 4,025 mg des Na -Grammiaquivalents auf | cem der 
Lésung; sie liegt also naher der agglutinationsauslésenden als der 
agglutinationshemmenden Konzentration. 

4,025 (Na-Wert der noch agglutinationsauslésend. Konz. in leem 

3,833 (Na-Wert aus Tabelle IV), 

0,192 

4,60 (Na-Wert d. agglutinationshemmend. Konz. in 1 cem,s. Tab. TV 

4,025 

0,575 

4,60 >> 4,025 — 3,833 


0.575 0.192. 





Um den Anteil der Kationen bei Ausflockungserscheinungen 
moéglichst zu begrenzen, sogar ganz auszuschlieBen, wurden die Samen. 
fiden reinen Saurelésungen ausgesetzt. In schwachen sauren Lésungen 
wurden die Spermien unmittelbar aufgeschwemmt. Bei den Versuchen 
mit stirkeren Lésungen wurden die Standardaufschwemmungen in 
diinnen Lésungen entsprechender Sauren vorbereitet und der Ein- 
wirkung stirkerer Solutionen ausgesetzt. Die Versuche wurden mit 
Salz-, Schwefel-, Orthophosphor- und Essigsiure angestellt. Da die 
Saurelésungen selbstverstandlich gar nicht gepuffert sind, so bewirkt 
der Zusatz von Spermienaufschwemmung eine kleine Senkung der 
bestehenden H’-Ionenkonzentration, welche jedesmal bestimmt und 
beriicksichtigt wurde. Fiir die in Betracht kommenden Sauren konnt« 
man drei charakteristische Konzentrationsstarken feststellen : 


. Eine so schwache, daB die Agglutination noch nicht zustand 
kommen kann. 
Eine Konzentration, die zur maximalen Ausflockung fiihrt. 
Eine so starke Konzentration, welche die Agglutination voll- 
kommen hemmt (Abb. 23, 24). 
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Das verschiedene Verhalten der angewandten Sauren in bezug auf 
den Agglutinationsverlauf der Temporariaspermien ist aus der bei- 
gefiigten Tabelle VII ersichtlich. 
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igglutinationshemmung der ‘Temporaria- Dasselbe Objekt unter Immersions- } 
commeetitien ad a 4 es - vergroBerung. % 
? © Autse i c . SO s : 
. a a - ° P, 
I\ die Anhaufung der Samenfaden eine betracht- Man sieht, de6 dic Sementiden deutlich out 
liche, aber eine Verklebung der Spermien gequollen und manche leicht deformiert La)? 
untereinander kommt nicht zustande. Die sind, aber einzeln liegen und keine Agglu- 8 
Samentaden sehen etwas aufgequollen aus. tinationstendenz verraten. ‘ i 
éY,*3 
Tabelle V11. 
Kinwirkung freier Sauren auf den Agglutinationsverlauf der Temporaria- 
spermien. 
ingen 
men. Angewandte Sauren yo >! 
ingen HCl’ H, SO, H, PO, CH,COOH | oF 
chen & , , Agglu- , , Aggle: , 7 Agglu- , Agglu: , 
2 4 Pn onal tinationss | a. tinations- ee. tinations- a tinations- q : 
nm m 5 intersitat id intensitat ese intensitat ese intensitat *e 
Ein. 
. n/40.000 n/ 20000 ‘ 2000 n 20000 
mit bis n/30000 bis n/10000 ° bis n/15000 
| die , 4 ; ; n 1000 -— tu r 
n/4000 ++ n 1000 +4 bin nisoo | + n 1000 ++ 4 
virkt n 4 bis n/5 - n/3 bis n4 3n + n910bistn mii 
din Voll- Voll. Voll. 
standige standige standige aS 
und Agglu- Agglu- Agglu- "th 
tinations- tinations- tinations. 1, - 
nnte hemmung hemmung hemmung i 
, Zum zweiten Male stoBen wir auf eine Agglutinationshemmung, A 
§ . a - 
nde F- welche einer Erklirung bedarf. } 
f Da die beschriebene Spermienagglutination mit der Ausflockung it 
/ einer Suspension véllig iibereinstimmt, so war man_berechtigt yy 
- ; 
oll. [} anzunehmen, dab die Agglutinationshemmung der Umladungs- i 
7 ° . 2 ‘ ~ . OS teed . 
) erscheinung entspricht (Hdber, |. ¢., 5S. 235 bis 237). Diese Annahme 
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konnten die Kataphoreseerscheinungen bestatigen. Schon R. Lilliv' 
stellte fest, da die Samenfiden im elektrischen Felde zur Ano 
wandern. Diese Beobachtung trifft in bezug auf die Samenfiden der 
Rana temporaria vollig zu, soweit die Aufschwemmung eine neutra\ 
oder schwach saure Lésung darstellt. 


Die in Essigsiurelésung aufgeschwemmten Samenfaden erliegen 
keiner Agglutination und wandern ziemlich schnell zur Kathode. Die 
Anderung der Wanderungsrichtung im elektrischen Felde ist hier sehr 
deutlich. Da die Samenfiden bei niedriger H’-lonenkonzentration, 
welche noch keine Agglutination bewirken, zur Anode wandern, und 
da andererseits bei hoher Wasserstoffionenkonzentration (1 n Essigsaure- 
lésung, welche véllige Agglutinationshemmung verursacht) die Spermien 
zur Kathode wandern, so ist man aus diesem Grunde berechtigt, den 
Versuchsbedingungen entsprechend, eine isoelektrische Zone anzu- 
nehmen, welche gerade solchen H’-lonenkonzentrationen entspricht, 
die starke Ausflockungserscheinungen bewirken. 

Die Samenfidenaufschwemmungen konnten in H -lonenkonzen- 
trationen, welche Ausflockung bedingen, selbstverstandlich nicht fiir 
die Kataphorese benutzt werden. Daraus entstand auch eine Schwierig- 
keit fiir die experimentelle Bestimmung der Breite der isoelektrischen 
Zone. Um einen Ausweg aus dieser Schwierigkeit zu finden, wurde 
folgendes Verfahren gewahlt: Zu den Saurelésungen wurde so viel 
NaCl-Lésung zugegeben, daB auf je leem der Aufschwemmung je 
4,6 mg Na-Grammiaquivalente fiel, was eine Hemmung der Ausflockung 
zur Folge hatte. Unter diesen Bedingungen stellte sich heraus, dai 
die isoelektrische Zone fiir hier in Betracht kommende Sauren zwischen 
Py — 3,6 bis 2,6 schwankt. Der NaCl-Zusatz enthielt jedoch eine Fehler- 
quelle, die aber leider nicht anders umgangen werden konnte, und des- 
halb ‘ist den erhalvenen Zahlen nur ein relativer und nicht absoluter 
Wert zuzuschreiben. 

In der vorliegenden Arbeit dienten als Versuchsobjekt vorwiegend 
Spermien der Rana temporaria. Gelegentlich fiihrte ich auch einige Ver- 
suche mit den Samenfaiden der Bufo vulgaris und des Hechtes (Esox lucius) 
aus. Die CO,- und Regulatoreneinwirkung rufen bei der entsprechenden 
Kationenkonzentration in den Aufschwemmungen eine ausgesprochene 
Ausflockung hervor. — Als Versuchsobjekte eignen sich diese Gattungen 
nicht. Die Samenfaden des Lsox lucius sind zu klein, um an ihnen morpho- 
logische Verainderungen, welche mit den Agglutinationsphinomenen ver- 
bunden sind, wahrzunehmen, und deshalb weist auch die Konfiguration der 
Agglutinate keine merklichen Unterschiede auf. Obwohl die Samenfaden 


von Bufo vulgaris leicht der Ausflockung anheimfallen, so sind sie auf die 
Differenzen der H’-lonenkonzentrationen doch nicht so empfindlich wie die 


') The Amer. Journ. of Physiol. 8, 272 bis 283, 1902. 





Me 
un 


fes 


Sa 
Li 
he 
tir 


je 


a 
AC 


SC 


ol 





LAllie 
» Ano 
den der 
neutra li 


erliegen 
le. Die 
ier sehr 
tration, 
nm, und 
gsaure- 
vermien 
gt, den 

anzu- 
pricht, 


onzen- 
‘ht fiir 
wierig- 
‘ischen 
wurde 
30 viel 
ing je 
kung 
s, dal} 
ischen 
‘ehler- 
d des- 


oluter 


egend 
> Ver- 
ucius) 
enden 
chene 
ungen 
rpho- 
| ver- 
n der 
faden 
if die 
ie die 





Samenfadenagglutination unter Einwirkung chemischer Agenzien. 397 


Temporariaspermien. Infolgedessen bewirken die verhaltnismaBig von- 
einander entfernten H’-[onenkonzentrationen eine gleiche Ausflockung. 
AuBerdem erliegen die Samenfiden der Bufo vulgaris sehr leicht weitgehen- 
den Deformationen. 

Das Studium der Spermienagglutination in verschiedenen 
Medien unter dem EinfluB des Kohlendioxyds, sauren Regulatoren 
und freien Sauren erlaubt, die Bedingungen der Erscheinung genau 
festzustellen. 

Eine Agglutination der Temporariasamenfaden laBt sich noch auf 
ganz anderem Wege herbeifiihren, welcher mit der Ansauerung des 
Mediums nichts Gemeinsames hat. Hierzu gehéren z. B, 70 proz. 
Athylalkohol (und héher), die tiber 60°C erhéhte Temperatur und 
was uns hier am meisten angeht, starke Laugenlésungen. Es lieSen 
sich noch mehr Beispiele anfiihren, die jedoch zurzeit ohne Bedeutung 
sind. In aller Kiirze werden hier die Agglutinationserscheinungen 
beriicksichtigt, welche durch Laugenlésungen hervorgerufen wurden. 
Auf diese Tatsache stieB ich bei der Wiederholung der Versuche 
A, Kéllikers (\.¢.), welcher Samenfiaden belebte, die eine Zeitlang in 
Saurelésungen verweilt hatten. Dazu benutzte ich verschieden starke 
Laugelésungen, z. B. n/10 NaOQH-Lésung, die deutliche Ausflockung 
hervorruft. Die Agglutinate unterscheiden sich von den Saureagglu- 
tinaten durch eine abweichende Konfiguration. Die Flockeh sind 
klumpenartig, mehr sammetartig und erliegen sehr leicht einer Kolli- 
quation. Dieser Erscheinung konnte ich nicht geniigend Zeit widmen ; 
jedenfalls fiihre ich sie an als Erginzung zu der in dieser Arbeit be- 
sprochenen Agglutinationserscheinungen. Ich glaube annehmen zu 
kénnen, daB ahnlich wie die in neutralen Medien aufgeschwemmten 
Spermien unter dem EinfluB der Siuren elektrostatischen Verande- 
rungen unterliegen und mit Verlust der gleichnamigen Ladung der 
Ausflockung anheimfallen, so auch starke Lauge'Ssungen analoge 


Erscheinungen bewirken. 


Heute unterliegt es keinem Zweifel mehr, dab die Spermien- 
agglutination zu den weitverbreiteten Erscheinungen gehért. Wie ich 
schon oben angab, ist es zurzeit nicht leicht, die Agglutination ver- 
schiedener Herkunft von nur einem Agens abhirgig zu machen, wie 
z. B. von den elektrostatischen Verainderungen, die sich an der Spermien- 
oberfliche abspielen. Erscheint jedoch als angingig, Erscheinungen 
der Art, wie Spermienagglutination, von einem einheitlichen Standpunkt 
aus geniigend zu erkliren, so ist dies niemals zu vernachlissigen. Man 
muB jedoch stets im Auge behalten, daB verschiedene, sogar der Gattung 
nach nicht weit voneinander stehende Versuchsobjekte, ganz ver- 
schieden auf identische Reize reagieren kinnen. Im Gegensatz dazu 
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konnen die Gattungsunterschiede nicht immer die Abweichungen in 
Erscheinungsverlauf begriinden. 

Auf Grund der in dieser Arbeit angefiihrten Beobachtungen unter. 
liegt es keinem Zweifel mehr, dab die Agglutination der Temporaria. 
spermien sowohl unter dem EinflufS$ des Kohlendioxyds als auch dic 
Agglutination unter dem EinfluB organischer und anorganischer freier 
Sauren und sauer reagierender Pufferlésungen auf der Wirkung der 
Wasserstoffionenkonzentration beruht. 

Zwar kennt man auber der Agglutination noch andere Aggregations. 
zustande der Spermien, die sich jedoch ziemlich deutlich von den hier 
beschriebenen Ausflockungserscheinungen unterscheiden, und vielleicht 
sogar zum Teil der Lillieschen ,,Aktivation™ entsprechen. Die dicke, 
auf dem Uhrglas vorbereitete Spermienaufschwemmung, bildet im 
Verlauf von einigen bis zu mehreren Minuten graupenartige Haufen, 
die dem Uhrglas stark angeheftet sind. Diese Adhasion der Spermien- 
anhaufungen ist gewil} der Thigmotaktis zuzuschreiben. Es ist nicht 
ausgeschlossen, dai die erwahnten Aggregationen zustande kommen 
infolge der besonderen Neigung der Samenfiden zum Aufkleben an 
kleine Gewebe und ganz besonders an Hodenteile, welche regel- 
maBig in einer Spermienaufschwemmung sich befinden. 

Unter dem Mikroskop sieht man in fast jeder Spermienaufschwem- 
mung Samenfadenbiindel, angeordnet um die Sertollischen Zellen 
herum; die Schwanze der Spermien befinden sich in einer auBerst regen 
Bewegung. Diese Spermienanhaufung béruht nach K.Grobben") auf 
der positiven Chemotaxis der Spermien gegeneinander, sowie gegen 
trophische Substanzen, welche von den Sertollischen Zellen ausgeschieden 
sind. Ich beobachtete des éfteren, daB bei heftigem Schiitteln der 
Spermienaufschwemmung.im Kolben, die Samenfiden sich zu lang- 
lichen, bandférmigen und zerfranzten Gebilden verkleben, welche 
Agglutinationserscheinungen vortauschen kénnen. Diese Gebilde 
ordnen sich an Gewebsteilchen und besitzen ein sehr dichtes Gefiige. 
Ohne Zweifel haben wir es hier mit einer rein physikalischen und keiner 
spezifischen Erscheinung zu tun. Kleine Portionen der Spermien- 
aufschwemmungen weisen in  Kontrollglisern keine irgendwelche 
Aggregatsiinderungen der Suspensionen auf. Spontane Aggregate 
werden von Rindersperma, sowie auch von Menschensperma gebildet, 
worauf Debenedetti*) hinweist. Er sieht in dieser Erscheinung eine 
Analogie zu der geldrollenartigen Anordnung der Erythrocyten. Es 
ist nicht ausgeschlossen, das diese von mir beobachteten Gebilde unter 
dem EinfluB der Oberflachenkrafte entstehen, ahnlich wie dies nach 


') Zoolog. Anz. 22, 106, 1899. 
*) Rif. med. (Osp. civ. Ass.) 30, 440f., 1923. 
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M. Heidenhain') (Sympeksis) fiir die Anordnung der Erythrocyten in 
Geldrollenform gelten soll. Nach Joh. Brodersen®) reicht die Heidenhain- 
sche Erklarung nicht aus fiir die Bildung von ,,Geldrollen“, die durch 
eine Einwirkung der gelatinhaltigen Loésung verursacht sind. 

Im Laufe der vorliegenden Arbeit hatte ich zweimal Gelegenheit, 
Menschensperma zu beobachten, welches unter dem EinfluB des Kohlen- 
dioxyds keine Agglutination ergab. Ich will noch auf die ausfiihrliche 
Arbeit Yamane (Il. ¢.) aus diesem Gebiet aufmerksam machen, in welcher 
der Autor das Entstehen der ,,Spermienhaufenbildung™ in Abhangigkeit 
stellt von der Wasserstoffionenkonzentration und von der Kationen- 
wirkung, der er eine grobe Rolle zuschreibt. In bezug auf die Bedeutung 
der Wasserstoffionenkonzentration fiir die Agglutinationserscheinungen 
der Spermien sind die Ergebnisse Yamanes und die meinigen iiberein- 
stimmend, trotz der groBben Verschiedenheit der Versuchsobjekte. 
Yamane betont auBerdem die grundliegende Bedeutung der Kationen- 
wirkung fiir die Spermienhaufenbildung und die Eigenbewegung der 
Spermien, wobei er die Erscheinung nicht als eine einfache Ausflockung 
betrachten will. Wie daraus ersichtlich ist, stimmen die Ergebnisse 
Yamanes in dieser Hinsicht mit den me‘nigen nicht tiberein, was 
méglicherweise durch die Objektsunterschiede bedingt ist. 

Zinen anderen Standpunkt nimmt Gellhorn an, der bei der Anfiihrung 
der Anschauung Yamanes iiber die Bedeutung der H-lonenkonzentration 
fiir die Agglutinationserscheinungen der Spermien schreibt:  ,,Dies 
diirfte fiir die Spermatozoen des Frosches keine Geltung haben, da 
z. B. selbst in n/100 oder n/1000 H'Cl’ die Eskulentenspermatozoen 
keine Haufenbildung zeigen***). Auf Grund hier niedergelegter Unter- 
suchungen ist es klar, dab diese Behauptung Gellhorns fiir Samenfiden 
der Rana temporaria und Bufo vulgaris keine Geltung hat. 

Versuche an Eskulentenspermien veranlabten mich, die Angaben 
Gellhorns insofern zu bestatigen, daB tatsichlich die Eskulentensamen- 
fiden ,,in n/100 oder n/1000 H Cl’ keine Haufenbildung zeigen‘. Geht 
man aber in der Verdiinnung der Salzsiure weiter, so zeigte sich, 
daB die H Cl’-Lésungen von einer n/3000 bis n/5000 Konzentration eine 
typische Ausflockung hervorrufen. Auber der H Cl’-Lésung ruft n/200 
Essigsiure eine ausgesprochene Agglutination der Eskulentenspermien 
hervor. Die zehnfach verdiinnten Pufferlésungen Me Ilvaines bewirken 
eine maximale Ausflockung bei den H -lonenkonzentrationen, die 
zwischen py = 3,4 bis 3,8 liegen; bei py = 2,2 kommt es schon zu 
einer Agglutinationshemmung, welche auch bei niederen py-Werten 


1) M. Heidenhain, Plasma und Zelle 2, 1068 bis 1070, 1911. 
*) Zeitschr. f. Anat. u. Entwicklungsgesch. 76, 104, 1925. 
*) Pfliigers Arch. 198, 573, 1922. 
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durch KationentiberschuB zustande kommt. Aus dem Gesagten gel: 
es klar hervor, dab die Behauptung Gellhorns iiber die Belanglosigke\: 
der H’-lonenkonzentration fiir die Agglutinationserscheinungen ay 
Froschspermatozoen insbesondere der Eskulentensamenfiden, den 
wirklichen Sachverhalt nicht entspricht. 

Die Toleranz der Spermien sehr vieler Gattungen und besonders 
der Rana temporaria gegen die Sauren ist groB genug, und ihre Samen 
fiden weisen sogar in n/10 Salzsiiure noch eine kurze Zeit Bewegungen 
auf. Die Angaben 2. Gellhorns!) sprechen fiir die groBbe Toleranz der 
Spermatozoen gegen Sauren. Er gibt an, daB in einer Lésung, deren 
H’-lonenkonzentration h = 10-2 ist, noch kurzdauernde Bewegungen 
beobachtet werden, und wenn der H -lonengehalt sich bis zu h lo 3 
verringert, so dauern die Bewegungen viel linger. Diese Versuche 
waren von E.Gellhorn an Temporariasamenfiiden angestellt. 

Gellhorn arbeitete mit Sdérensenschen Glykokoll- und Phosphat- 
puffern, wobei er in seinen Befruchtungsstudien I] ausdriicklich angibt, 
,daB die Grenzen, innerhalb deren normale Entwicklung noch zustande 
kommt, fiir die Spermatozoen bei py = 3 und py = 13... liegen, 
wenn die Konzentration der Puffer n/40 ist**?). 

Wie aus meinen hier niedergelegten Untersuchungen hervorgeht, 
iiben die Kationen der alkalischen Metalle und alkalischen Erden eine 
hemmende Wirkung auf den Agglutinationsverlauf der Temporaria- 
spermien aus, wenn die in Betracht kommenden Salze erst eine n/4 
bis n/8 Konzentration erreichen. Da Gellhorn iiber irgendwelche Agglu- 
tinationserscheinungen der Spermien in sauren Medien keine Angaben 
machte, so liegt es nahe, anzunehmen, das in den von Gellhorn an- 
gestellten Versuchen ein stetiger Ausfall der Samenfidenagglutination 
stattgefunden hat, obwohl in der Versuchsanordnung die Bedingungen 
nicht dazu gegeben waren. Dieser Sachverhalt erfordert eine Erklarung, 
und angesichts meiner eigenen Versuchsergebnisse fiihlte ich mich 
berechtigt, obige Bedenken an dieser Stelle auszusprechen. 

Man kénnte hier zwar Beispiele anfiihren, welche zu beweisen 
scheinen, daB unter verwandten Gattungen grofe Reaktionsunter- 
schiede bestehen kiénnen. Es geniigt zu erinnern, dai Samenfiden 
des Strongylocentrotus purpuratus in angesiuertem Seewasser einer 
Agglutination unterliegen*), wahrend die Ochraceaspermien nur in stark 
alkalisiertem Seewasser einer Ausflockung anheimfallen. Die Gattungs- 
unterschiede in diesem Falle sind jedoch bedeutend gréBer als die, 
welche zwischen Rana temporaria und Rana esculenta bestehen, die 


1) Pfliigers Arch. 196, 387f., 1922. 
*) Pfliigers Arch. 196, 392, 1922. 
3) J. Loeb, l.c., 1904, S 340. 
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Keaktionsunterschiede also viel verstandlicher fiir diese Echinodermen 
erscheinen. 

Fr. Lillie fihrt Beispiele verschiedener Empfindlichkeiten gegen- 
iiber verschieden starken CO,-Lésungen fiir folgende Gattungen an: 
Loligo bewegt sich noch in der von Fr. Lillie genannten 50proz. Lésung, 
Chaetopterus erliegt vélliger Lihmung erst in 331,- bis 40proz. Lésung, 
Arbacia in 3proz. und Nereis in 1 proz. Lésung. Aus diesem ergibt sich, 
daB verschiedene Spermagattungen auf verschiedene CO,-Tensionen 
und daraus folgende H -lonenkonzentrationen nicht einheitlich reagieren. 

Zwischen den begeibelten Bakterienarten und tierischen Samen- 
fiden darf man in mancher Hinsicht eine Parallele ziehen und deswegen 
will ich dieser Analogie ein wenig weiter folgen. Bekannterweise sind 
fiir Bakterienstimme die Unterschiede im Ausflockungsvermégen bei 
gewissen H'-lonenkonzentrationen diagnostisch verwertet worden 
(L. Michaelis). Obwohl Th. Eisenberg) in seinen griindlichen Ab- 
handlungen Zweifel gegen die Spezifitat der Siureagglutination aus- 
gesprochen hat, bleibt es dennoch fest, daB sich diese Methode in ge- 
wissen Fallen als verwendbar erwiesen hat. Es ist nicht ausgeschlossen, 
daB die Saureagglutinationswerte der Samenfiiden sich als ein Hilfs- 
mittel in der Bestimmung der Verwandtschaftsgrade der verschiedenen 
Tierspezies anwendbar erweisen werden. Bis heutzutage gibt'es keine 
systematisch vergleichende Angaben tiber die erwihnte Frage. Ver- 
iffentlichungen von Gray, Walton, Yamane u. a., sowie meine jetzige, 
fiillen diese Liicke nicht aus. 

In fliissigen Medien aufgeschwemmte Samenfiiden sind als eine 
disperse Phase aufzufassen, die sich nach den fiir feine Suspensionen 
giiltigen Regeln verhilt. Es ist zu betonen, deB die Aggiutinations- 
phinomene der Spermatozoen schon langst von J. Loeb (I. c.) 
ibnlich erklirt wurden. In der bereits erwaihnten Abhandlung 
spricht sich dieser uniibertroffene Meister der biologischen Forschung 
folgendermaBen aus: ,,Bei der nahen Beziehung, welche zwischen 
dem ProzeB der Aggregatbildung (Agglutination) von in Fliissigkeit 
suspendierten Teilchen und ihrer elektrischen Ladung besteht, lag es 
nahe, zu versuchen, ob vielleicht die elektrischen Ladungen der See- 
stern- und Seeigelspermatozoen im Kontakt mit Seeigeleiern Unter- 
schiede zeigen, welche dem Vermégen dieser Spermatozoen, das See- 
igelei in alkalischen, neutralen oder sauren Lésungen zu befruchten, 
parallel laufen.“ 

Ich méchte noch auf einige Einzelheiten hinweisen, welche das 
Verhalten der Temporariaspermien gegeniiber dem Kohlendioxyd 


1) Zeitschr. f. Immunitatsforsch. 28, 1914. 
2) Zeitschr. f. Bakt. 83, 70f., 472f., 561f., 1919. 
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betreffen. Es hat sich im Laufe der Versuche gezeigt, dab Spermatozoen 
in alkalisch reagierenden und sonst unschidlichen Medien (z. B. 
Na HCO,-Lésungen) unter der CO,-Einwirkung einer Lihmung unter. 
liegen, ohne der Agglutination anheimzufallen. Die Agglutination, 
welche durch CO,-Einwirkung zustande kommt, ist gewiB von der 
H’-Ionenkonzentration abhangig. Sodann konnte man die lahmende 
Kohlendioxydwirkung als eine Erscheinung der Séurestarre annehmen ; 
diese Erscheinung wurde sehr eingehend auf einzelligen Wesen und 
bewimperten Zellen durch Th. v. Engelmann!) und K. Kiihne*) studiert, 
welche Autoren die Siurestarre als eine allgemeine Reaktion der 
lebendigen Masse auf entsprechende Reize ansahen. 


Wird durch eine 0,3 proz. Natrium- bzw. Magnesiumsiurecarbonat- 
lésung ein stetiger CO,-Strom durchgeleitet, so kommt es natiirlicher- 
weise zu keinem bedeutenden Zuwachs der vorhandenen H’-Ionen- 
konzentration und die Lésung weist einen pg-Wert auf, welcher zwischen 
7,6 bis 7,4 schwankt. Demnach kann unter diesen Bedingungen von 
irgend einer Ansiiuerung der Lésung nicht die Rede sein. Wird in 
einer 0,3proz. NaHCO,-Lésung eine Spermiensuspension angefertigt 
und einer stetigen CO,-Einwirkung ausgesetzt, so kommt es zu den 
bekannten Lihmungserscheinungen. Da die H'-Ionenkonzentration 
unter diesen Bedingungen auf der basischen Seite liegt, so ist kein 
Grund gegeben, um die Laihmungserscheinungen der Ansiuerung des 
Mediums zuzuschreiben. Die durch Versuchsbedingungen geschaffenen 
anoxybiotischen Verhialtnisse sind als vollstandig belanglos anzusehen. 
Schon Kiihne und Engelmann haben nachgewiesen, daB in reiner Wasser- 
stoffatmosphare die Flimmer- und Samenzellen noch eine lingere Zeit 
Bewegungen ausfiihren kénnen. 


Auch meinerseits habe ich die Wirkung der anoxybiotischen 
Bedingungen auf die Temporariaspermien einer Priifung unterzogen, 
indem ich die Samenfidenaufschwemmungen einer stundenlangen Ein- 
wirkung des Kohlenoxryds (CO) (Leuchtgases) ausgesetzt habe und nur 
eine leichte Abnahme der Beweglichkeit beobachten konnte. 


Die Laihmungserscheinungen der in NaHCO, aufgeschwemmten 
Spermien, welche der Kohlendioxydwirkung ausgesetzt wurden, konnten 
weder in dieser Weise erklart als auch nicht mit der alten Auffassung 
Kiihnes, der CO,-Lahmungen einer Ansiuerung des Mediums zuschreibt, 
in Einklang gebracht werden. So wurde ich vor eine offene Frage 
gestellt, die einer experimentellen Lésung und einer Bewiltigung ge- 


1) Physiologie der Protoplasma- und Flimmerbewegung. Handb. d. 
Physiol., herausgegeben von L. Hermann, 1, 401, 1879. 
®) Arch. f. mikr. Anat. 2, 372f., 377, 1866. 
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waltiger Literatur bedarf. Sowohl der ersten als auch der zweiten 
Aufgabe konnte ich leider keine Zeit mehr opfern. 

Was die Literaturangaben tiber die CO,-Wirkung auf lebende 
Substanz anbelangt, so bin ich hauptsichlich den ausfiihrlichen Kapiteln 
Loevys') iiber die Kohlensiure in dem Heffterschen Handb. d. exper. 
Pharm. (1924) gefolgt. Eine interessante und héchst wichtige Darstellung 
der schwierigen Frage tiber den Mechanismus der CO,-Einwirkung 
bringt die Abhandlung von M. H.Jacobs*), dem mich ganz an- 
zuschlieBen ich mir erlaube. Jacobs hat gefunden, daB Kohlensiure auf 
die Kaulquappen von Kréten giftiger wirkt als andere Sauren unter 
gleichen H'-Ionenkonzentrationen. Meinerseits kann ich diese Angaben — 
obwohl am anderen Objekt — vollstandig bestatigen, um so mehr, daB 
die Neutralisierung der Lésung durch Bicarbonat keineswegs die 
toxischen Wirkungen der CO, aufhebt. 

Die Kohlendioxydwirkung auf die lebendige Substanz geht nach 
Jacobs Darstellung folgendermaBen vor sich: Die sich bildende Kohlen- 
siure erliegt teilweise einer elektrolytischen Dissoziation auf H’- und 
HCO,-Ionen, und die ansiuernde Wirkung der H’-Ionen laBt sich 
sogleich erkennen, teilweise aber kommt die Einwirkung der CO,- und 
H,CO,-Molekeln zum Ausdruck. Die Ionen bleiben als eine adsorbierte 
Schicht an der Oberfliche der Zelle, in dem die H -Ionen elektrostatische 
Verinderungen bewirken. Die Molekiile des Kohlendioxyds dringen 
sehr leicht in das Zellinnere hinein, um dort einer sekundiren Dissoziation 
zu unterliegen. Es ist anzunehmen, da8 das Eindringen von CQ, in 
den Zelleib zur Bildung von Kohlensiure fiihrt, welche wiederum 
sogleich einer Dissoziation in H- und HCO‘-Ionen erliegt. In dem 
Zelleib abgespaltene Wasserstoffionen miissen also andere Wirkungen 
herbeifiihren als es bei schwer penetrierenden Sauren der Fall ist. Nach 
Jacobs Meinung erinnert die CO,-Wirkung stark an die Wirkungsweise 
des Dichlorathylsulfids auf das Zellprotoplasma. Als ein bedeutender 
Unterschied in den durch Kohlenséure sowie andere Saiuren und saure 
Puffergemische bewirkten Ausflockungen soll hervorgehoben werden, 
daB nur die unter dem EinfluB des Kohlendioxyds entstandenen Agglu- 
tinate fast vollstandig reversibel sind, was mit der Lebensfahigkeit 
der Samenfiiden in keinem engen Zusammenhang steht, obwohl ein 
solcher nicht in Abrede gestellt werden kann. Es ist wahrscheinlich, 
daB die Desagglutination der durch CO, bewirkten Ausflockung durch 
Verminderung der Kohlendioxydspannung im Zellinnern unter ent- 
sprechenden Bedingungen zustande kommt. 


1) Kohlenséure. Handb. d. exper. Pharm. Herausgegeben von 
A. Heffter, 1, 73 bis 121, 1923. 
2) Amer. Journ. of Physiol. 51, 321 bis 331, 1920. 
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Die hemmende Wirkung der ein- und zweiwertigen Kationen tritt 
nicht nur bei der Saéureagglutination der Spermien, sondern auch bei 
Agglutinationsphinomenen der Bakterien und Erythrocyten auf. Eine 
erschépfende Erklarung dieser Tatsachen liegt zurzeit nicht vor, obwoli| 
fast unzihlige Arbeiten sich mit dieser Frage beschaftigen. W. Pauli 
und H. Handowsky') haben nachgewiesen, daf8 die Neutralsalze die 
Viskositat des amphoteren EiweiBbes vermindern. Es ist mit Bestimmt- 
heit anzunehmen, daB adsorbierte Ionen nicht nur elektrostatische Ver- 
anderungen an der Oberfliche der Samenfiden hervorrufen. Die 
Wirkung der Salzionen als physiologische ,,Schmiermittel“ und als 
stark vermindernde Viskositat, kann sich vielleicht auch im Hemmungs. 
effekt der Agglutination ausdriicken. Wird diese Erklarung fiir zu- 
treffend angenommen, so bliebe noch iibrig, das Wesen der aufgehobenen 
Viskositaét der Samenfidenoberfliche noch naher zu erkliren. 

Nach den Untersuchungen J. Loeb und H. Wasteneys*) verhindern 
die Salze die Quellung der oberflichlichsten Schicht der Zellen unter 
dem Einflu8 der Siuren und darin besteht die entgiftende Beschaffen- 
heit der Neutralsalze in Séiuremischungen. Von diesem Gesichtspunkt 
ausgehend, kann die Saureagglutination der Samenfiiden als eine 
toxische Wirkung betrachtet werden. Die Verhinderung der Saure- 
agglutination der Samenfiden durch den Zusatz von Neutralsalzen, 
kann also in Loebs Sinne als eine Entgiftung betrachtet werden. Diese 
Entgiftung kann man nach J. Loeb einer verminderten Quellbarkeit 
der Oberflachenhiutchen der Samenfiden zuschreiben. 

Aus dem Gesagten ist zu ersehen, daB eine erschépfende Erklarung 
der Wirkungsweise von Neutralsalzen unter besonders so komplizierten 
Verhaltnissen, wie sie bei der Saiureagglutination der Spermien vor- 
liegen, zurzeit noch fehlt. Man mu8 sich nur mit méglichst exakter 
Beschreibung der Tatsachen begniigen. Gegeniiber dieser Frage nimmt 
auch Th. Hisenberg in seinen eingehenden Studien tiber Bakterien- 
agglutination eine analoge Stellung ein. 

Die Ansicht Gellhorns, daB die starke Spermienausflockung, welche 
durch Eisenchloridlésung bewirkt ist, als spezifisch typische bzw. 
elektive Wirkung dieses Salzes aufzufassen ist, scheint mir nicht un- 
anfechtbar zu sein. Es ware meiner Ansicht nach héchst merkwiirdig, 
wenn der Zusatz der FeCl,-Lésung zu einer Spermienaufschwemmung 
keine Ausflockung hervorrufen wiirde. 

Da die Temporariasamenfiden durch Neutralsalze weder in 
neutralem noch in leicht alkalischem noch in saurem Medium aus- 
geflockt werden kénnen, dagegen durch bestimmte H -Ionenkonzen- 


') Hofmeisters Beitr. z. chem. Physiol. u. Pathol. 11, 415 bis 448, 1908. 
2) Diese Zeitschr. 89, 167 bis 170, 1912. 
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tration stark agglutiniert werden, so hat man vollen Grund anzunehmen, 
daB die Temporariaspermatozoen in Lésungen sich als anodische hydro- 
phobe disperse Phase verhalten. Bei einer solchen Betrachtung der 
Tatsachen besitzt die von Gellhorn beschriebene Agglutination gar 
nichts Typisches an sich und darf somit als eine morphologische Be- 
sonderheit der FeCl,-Wirkung (Salzwirkung) nicht angesehen werden. 

Einer speziellen Besprechung bedarf noch die Beobachtung 
G. Hertwigs (l.c.) tiber die Agglutination der Temporariaspermien 
unter der Einwirkung der Trypaflavinlésungen. G. Hertwig sah, daB 
die unter Einwirkung des Trypaflavins in heftigste Agglutination 
geratenen Spermatozoen mit den Képfen zusammenkleben und die 
Schwanze noch lebhafte Bewegungen ausfiihren. Obwohl ich mehrere 
hunderte Male agglutinierte Spermatozoen sah, kann ich mich Hertwigs 
Beobachtung nicht anschlieBen und die von mir vorgelegten Mikro- 
photographien sprechen nicht zugunsten seiner Beschreibung. Wenn 
die Spermien zur Ausflockung kommen, charakterisieren sie sich durch 
eine ausgesprochen klebrige Beschaffenheit des ganzen Kérpers und 
die Schwinze kleben viel schneller an andere Schwinze, Spermien- 
képfe, Zellen und allerlei Detritus als es zu zufalligen Zusammenkleben 
der Samenfidenképfe kommt, was der Lange der Schwinze und ihrer 
regen Bewegung zuzuschreiben ist. 

Die Wasserstoffionenkonzentration der Trypaflavinlisunigen ist 
als hoch zu betrachten. Nach fliichtigen, von mir ausgefiihrten Be- 
stimmungen, besitzt eine 0,5proz. Trypaflavinlésung eine H’-Ionen- 
konzentration, deren py-Wert annahernd 3,0 ist. Da es mir gelungen ist, 
die durch Trypaflavin bewirkte Ausflockung durch den Zusatz der ein- 
und zweiwertigen Chloridsalze stufenweise zu hemmen, so bin ich zur 
Uberzeugung gekommen, da8 die durch das Trypaflavin bewirkte 
Ausflockung als Siureagglutination aufzufassen ist. 

Die Agglutinationshemmung, welche durch starke Siurelésungen 
entfaltet wird, beruht aller Wahrscheinlichkeit nach auf Erscheinungen, 
welche dem Wesen nach elektrostatischer Natur sind. Es handelt sich 
um eine Umladung, die an der Samenfidenoberfliche stattfindet, was 
in kataphoretischen Experimenten eine geniigende Begriindung ge- 
funden hat. 

Die Spermatozoen verschiedener Arten sind in ihrem Verhalten 
gegeniiber Neutralsalzen (Gray), Laugen (Loeb) und Sauren (Loeb, 
Lillie, Kalwaryjski) nicht einheitlich. Wahrend die einen unter dem Ein- 
flu8 von Neutralsalzen agglutinieren, flocken andere bei Anwesenheit 
von Laugen und noch andere bei Einwirkung von Sauren aus. Die 
Spermatozoen verhalten sich in dieser Beziehung analog den _ ver- 
schiedenen Bakterienarten, wie aus den Untersuchungen Th. Hisenbergs 
hervorgeht, welcher eine abweichende Agglutinabilitat verschiedener 
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Bakterienarten gegeniiber chemischen Reagenzien feststellte. Diese 
Sachverhalt versucht Hisenberg mit der Annahme zu erklaren, daB dic 
nach Stémmen und Arten variierende Flockbarkeit in der komplizierten 
Zusammensetzung des flockbaren Substrats — verstanden als Kolloid. 
gemisch — seinen Grund hat. Th. Hisenberg spricht sich tiber den 
Mechanismus der erérterten Erscheinung nicht genauer aus. Was 
die Samenfadenausflockung anbelangt, so méchte ich die Vermutung 
aussprechen, daB die durch Neutralsalze sich ausflockenden Sperma- 
tozoen eine aus hydrophilen Kolloiden zusammengesetzte Oberfliche 
besitzen, wihrend diejenigen Spermatozoen, welche sich durch H -Ionen 
ausflocken lassen, auf eine Beschaffenheit ihrer Oberfliche hinweisen, 
die aus hydrophilen Kolloiden besteht. Die durch Sauren bzw. durch 
Laugen bedingten Ausflockungen scheinen auf keine tiefgreifenden 
Unterschiede der Spermatozoenarten hinzuweisen. Dafiir spricht der 
Umstand, da8 es mir z. B. gelungen ist, die Temporariaspermatozoen 
zur Ausflockung zu bringen, sowohl mit Sauren als auch mit Laugen. 
Ich ware geneigt, anzunehmen, daB das in dieser Beziehung verschiedene 
Verhalten der Spermatozoenarten nur auf quantitativen Unterschieden 
beruht, die sich durch die Veranderungen der elektrischen Ladungen der 
Samenfiden im Verhaltnis zum dispergierenden Medium bestimmen 
lassen. 
Zusammenfassung. 


1. Langdauernde Asphyxie der mannlichen Temporariaexemplare 
in Kohlendioxydatmosphare iibt keine schidigende Wirkung auf dic 
Beweglichkeit der Samenfiden aus. 

2. Die Samenfiden aus dem auspriparierten Hoden, welche eine 
Zeitlang in CO,-Atmosphire verweilten, sind in ihrer Beweglichkeit 
fir kurze Zeit beeintrichtigt; die Beweglichkeit nimmt jedoch schnell 
zu, aber die gewéhnliche Lebhaftigkeit wird nie erreicht. 

3. Die Temporariasamenfiden, welche in destilliertem bzw. 
Leitungswasser oder 0,3proz. MgCl,-Lésung aufgeschwemmt sind, 
unterliegen unter der Einwirkung einer Kohlendioxydatmosphire der 
Agglutination. 

4. Da in destilliertem Wasser und in 0,3proz. MgCl,-Lésung eine 
Agglutination bei der Einwirkung eines CO,-Luftgemisches schon 
zustande kommt, in welchem Gemisch die CO,-Tension 2 Proz. des 
atmosphiarischen Druckes betragt, in Leitungswasser eine Agglutination 
erst durch 30mal héhere Tension bewirkt wird, und in NaHCQ,- 
Lésungen sogar eine reine CO,-Atmosphire wirkungslos ist, so geht 
aus diesen Tatsachen hervor, daB die durch CO, bewirkte Ausflockung 
der Temporariasamenfiiden von der absoluten Hohe der CO,-Tension un- 
abhingig ist. 
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5. Das Konfigurationsbild der Agglutinate ist abhingig 1. von 
der Beschaffenheit des agglutinierenden Mediums und 2. von den 
Verinderungen der aiuBeren Form der Spermatozoen. Die nicht- 
deformierten Samenfaden liefern Agglutinate, die durch zerfranzte, un- 
regelmaBige UmriBlinien charakterisiert sind. Die stark deformierten 
Spermatozoen agglutinieren in klumpenahnlichen Brocken mit scharfer 
und runder Umrandung. In gewissen, oben auseinandergesetzten Be- 
dingungen kann die erste Form in die zweite tibergehen, niemals um- 
gekehrt. 

6. Die durch CO,-Einwirkung hervorgerufene Agglutination der 
Temporariasamenfaden erwies sich von der Wasserstoffionenkonzen- 
tration als direkt abhangig, und ist als eine Saureagglutination auf- 
zufassen. Die untere Grenze der wirksamen H -Ionenkonzentration 
liegt bei py = 5,5. 

7. Sowohl lebendige als auch abgetétete Temporariasamenfiden 
unterliegen der Saureagglutination, was darauf hinweist, da® diese 
Erscheinung mit LebensiuBerungen der Spermien in keinem ursich- 
lichen Zusammenhang steht. 

8. Die Anwesenheit von ein- und zweiwertigen Kationen neutraler 
Salze im agglutinierenden Medium wirkt hemmend auf den Verlauf 
der Agglutination. Die niederen Grenzwerte der wirksamen Konzen- 
tration sind fiir verschiedene Kationen verschieden. Die Hemmungs- 
erscheinungen lassen sich mit gréBter Feinheit durch die Anwendung 
verschieden starker Salzlésungen abstufen. 


Nach der Intensitit der Hemmungswirkung laBt sich folgende 
Kationenreihe aufstellen 


Li >Ca’ > Mg > Na > K > NH,. 


9. Keinen Einflu8 auf den Agglutinationsvorgang der Temporaria- 
spermienaufschwemmungen tiben folgende Anionen aus: Br’, Cl’, J’, 
so’," CNS’, insofern der Sauregrad des agglutinierenden Mediums 
Py = 2,5 nicht iiberschreitet. 

10. In entsprechenden Konzentrationen rufen freie Sauren (und 
entsprechend saure Pufferlésungen) eine ausgepragte Agglutinations- 
hemmung hervor. Diese scheint auf der Umladung der Oberflichen 
der Spermien zu beruhen, was sich in einer Anderung der Wanderungs- 
richtung von (abgetéteten) Samenfiden im elektrischen Felde kundgibt. 


11. AuBer den Temporariaspermien unterliegen der Saéureaggluti- 
nation auch Spermien anderer Spezies, wie Rana esculenta, Bufo 
vulgaris, Esox lucius und andere. Siureaglutination der Spermien 
scheint ein weitverbreitetes Phinomen zu sein. 

27* 
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12. Da _ verschiedene Spermienarten entweder in Neutralsalz. 
lésungen oder in Saurelésungen einer Agglutination unterliegen, so 
ist anzunehmen, daB dieses verschiedene Verhalten der Samenficden 
gegentiber den chemischen Agenzien von der Beschaffenheit der Samen. 
fiidenoberfliche abhaingig ist. Im ersten Falle kann man der Ober. 
flachenschicht der Spermien eine Beschaffenheit, welche den hydro. 
philen Kolloiden, im zweiten Falle den Suspensionskolloiden eigen ist, 
zuschreiben. 

13. Wird eine und dieselbe Spermienart sowohl durch starke 
Sauren als auch durch starke Laugelésungen zur Agglutination ge. 
bracht, so ist anzunehmen, daB es sich hier nur um Veranderungen in 
der elektrischen Ladung der Spermienoberfliche handelt, wobei im 
ersten Falle die Wasserstoff-, im zweiten die Hydroxylionenkon. 
zentration eine entscheidende Wirkung ausiibt. 


Es sei mir gestattet, auch an dieser Stelle Herrn Prof. Dr. J. K. 
Parnas meinen besonderen Dank fiir die Leitung der hier nieder-. 
gelegten Arbeit auszusprechen, wie auch meinem hochverehrten Chef 
Herrn Prof. Dr. W. Szymonowicz fiir deren wohlwollende Férderung. 





ralsalz. 
yen, so 
nficden 
Samen. 

Ober. 
hydro. 
fen ist, 


starke 
on ge. 
wen in 
bei im 


enkon. 


J. K. 
Lieder- 
1 Chef 
erung. 


Uber den Fermentgehalt 
des¥Blutes bei experimenteller Sympathicotonie. 


Von 


8. Sorochowitseh (Charkow). 
(Aus derchemischen Abteilung des Rudolf Virchow-Krankenhauses zu Berlin.) 


(Eingegangen am 7. Januar 1926.) 


Wohlgemuth hat im Verein mit Mochizuki!) und Seo*) gezeigt, daB 
es beim Kaninchen gelingt, durch Unterbindung und Durchschneidung 
des Pankreasganges einen Zustand hervorzurufen, den man berechtigt 
ist, als chronische Sympathicotonie aufzufassen. Denn man beobachtet 
bei diesen Tieren, wenn der Ausfall der 4uBeren Sekretion des Pankreas 
lange genug bestanden hat, sowohl Erscheinungen erhéhter Reizbarkeit 
wie solche erhéhter Erregung des Sympathicus. So konnte bei ihnen 
festgestellt werden ein erhéhter Blutzucker, herabgesetzte Zucker- 
toleranz, erheblich verstarkte Reaktion auf Adrenalin, Verschiebung 
des Elektrolytgehalts des Blutes zugunsten des Kaliums und oft auch 
erhéhter Gehalt des Blutes an Adrenalin. Ferner wurde beobachtet, 
da8 alle parasympathischen Gifte, wie Cholin, Acetylcholin, Pilocarpin 
und Physostigmin, die sonst beim normalen Tiere stets Blutzucker- 
steigerung bewirken, bei denselben Tieren im sympathicotonischen 
Stadium véliig wirkungslos bleiben. 

Wir hatten uns nun die Aufgabe gestellt, zu untersuchen, ob 
unter dem EinfluB des Sympathicus auch der Fermentge alt des Blutes 
eine Anderung erfihrt. Da die Voraussetzung fiir den Eintritt des 
sympathicotonischen Zustandes ein gianzliches Sistieren der auBeren 
Sekretion des Pankreas Vorbedingung ist, so war immerhin die Méglich- 
keit einer Anderung des Fermentgehalts des Blutes gegeben. 

Aus friiheren Untersuchungen von Wohlgemuth*) wissen wir, daB 
Unterbindung und Durchschneidung des Pankreasganges zunachst zu 
einer enormen Vermehrung der Diastase im Blute fiihrt, die aber nach 


1) Wohlgemuth und Mochizuki, Klin. Wochenschr. 1924, Nr. 29, S. 1320; 
diese Zeitschr. 150, 123, 1924. 

2) Wohlgemuth und Seo, Klin. Wochenschr. 1925, Nr. 30; diese Zeitschr. 
168, 271, 1925. 

3) Wohlgemuth, diese Zeitschr. 21, 381, 1909. 
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spitestens 8 Tagen wieder vollkommen ausgeglichen ist. Ebenso ist 
auch zunichst die Lipase des Blutes vermehrt und der Gehalt ay 
Fibrinogen, aber auch sie nur fiir die Dauer von héchstens 8 Tagen: 
dann zeigt das Blut wieder normale Verhaltnisse. Ob nach einem 
lingeren Zeitintervall von mehreren Wochen oder gar Monaten niclit 
doch wieder eine Vermehrung eintritt, war bisher noch nicht gepriift 
worden. Wir untersuchten nun das Blut auf Diastase, Lipase, Phenolase. 
Fibrinferment und Fibrinogen, Antitrypsin. Die Methodik war fiir 
Diastase, Lipase, Fibrinferment und Fibrinogen die bekannte. Zur 
Bestimmung der Phenolasen bediente ich mich der im bhiesigen Labo 
ratorium ausgearbeiteten Methode von Hizume'), und zur Ermittlung 
des Antitrypsins wurde das Einreihenverfahren angewandt. (Siehe 
Wohlgemuth, Fermentmethoden, 1913, S. 198.) 

Auf diese Weise untersuchte ich im ganzen drei Tiere. Erst wurden 
im normalen Blute die Werte ermittelt, dann 3 bzw. 4 Tage nach Unter. 
bindung und Durchschneidung des Pankreasganges und _ schlieBlich 
4 bis 6 Wochen spiter. Als Kriterium fiir den Eintritt der Sympathi- 
cotonie diente die Héhe des Blutzuckers in niichternem Zustande. 


Ich lasse nunmehr die Protokolle folgen. 


Versuch 1. 


Kaninchen, mannlich, 2430 g, Blutzucker niichtern 0,0784 Proz. 





__Lipase _ 


sofort 30 Min. 60 Min. Tropfen- 


differenz 


Diastase 33; = 16 

Phenolase 3) = 8. . 126 92 
Fibrinferment = 12 + Chinin 116 103 
Fibrinogen = 125 . . + Atoxyl 112 110 
Antitrypsin = 333 


3 Tage nach der Unterbindung Blutzucker niichtern 0,110 Proz. 








Lipase 
sofort | 30-Min. | 60 Min | differen: 


Diastase 3}; = 512 | 

Phenolase 3) =16. 134 | 85 

Fibrinferment = 125 | + Chinin 114 87 27 
| 104 


49 


Fibrinogen = 500. . | + Atoxyl 119 15 


Antitrypsin = 250 


1) Hizume, diese Zeitschr. 147, 216, 1924. 
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32 Tage nach der Unterbindung Blutzucker niichtern 0,13] Proz. 








differenz 


Diastase 35, = 16 
Phenolase 3) = 16 . 125 
Fibrinferment = 125 + Chinin 117 
Fibrinogen = 125... + Atoxyl 112 
Antitrypsin = 333 


Hiernach sehen wir 32 Tage nach der Unterbindung des Pankreas- 
ganges keine wesentlichen Verinderungen im Fermentgehalt des Blutes 
gegeniiber der Norm, kurz nach der Unterbindung dagegen, wie zu 
erwarten war, eine deutliche Zunahme der Diastase, der Lipase und 
des Fibrinogens. Was speziell die Lipase des Kaninchenserums an- 
betrifft, so unterscheidet sie sich von der des Menschenserums durch 
ihre ausgesprochene Chinin- und Atoxylresistenz. Es scheint aber, als 
wenn die Atoxylresistenz nach Ausschaltung der fuBeren Sekretion 
allmahlich schwicher geworden ist. 


Versuch 2. ' 
Kaninchen, weiblich, 2290 g, Blutzucker niichtern 0,081 Proz. 





Lipase a 


a; Tropfens 
ostest Bw Min. 60 Min. ioe, 





Diastase #; = 32 : 
Phenolase 3) = 16 . 133 113 
Fibrinferment = 62,5 + Chinin 121 116 
Fibrinogen = 125 . . || + Atoxyl 118 112 
Antitrypsin = 250 


3 Tage nach der Unterbindung Blutzucker niichtern 0,109 Proz. 











Lipase - atthe 
| sofort | 30 Min, | 60 Min, — [ropfens 





differenz 


Phenolase 3) = 16 . _ 132 | = 108 36 
Fibrinferment = 125 | + Chinin | 122 20 
Fibrinogen = 250. . | + Atoxyl | 110 98 14 
Antitrypsin = 333 | 
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35 Tage nach der Unterbindung Blutzucker niichtern 0,124 Proz. 





Lipase 


sofort 30 Min. 60 Min. | ja 





Phenolase $$) = 16 . | 131 1 | = 100 31 
Fibrinferment = 125 | + Chinin 110 107 | 8 12 
Fibrinogen = 125 . | + Atoxyl 119 — | ssid 117 | 2 
Antitrypsin = 250 

Auch bei diesem Tiere ist 5 Wochen nach Unterbindung des 
Pankreasganges keine Anderung in dem Fermentgehalt des Blutes 
gegeniiber der Norm zu konstatieren. Auffallend ist, daB hier die 
Atoxylresistenz, die bei dem normalen Tiere allerdings nicht sonderlich 
groB war, vollkommen verschwunden ist. 


Versuch 3. 
Kaninchen, mannlich, 2150 g, Blutzucker niichtern 0,074 Proz. 





Lipase 





Tropfen- 
differenz 


sofort Min. 60 Min. 


Diastase cm = 16 

Phenolase 38 = 16. | 135 91 86 49 
Fibrinferment = 62,5 + Chinin 12 89 82 30 
Fibrinogen = 125. .| + Atoxyl 116 | 110 | 103 13 


Antitrypein = 500 | | 


4 Tage nach der Unterbindung Blutzucker niichtern 0,101 Proz. 





Lipase 


, || Tropfen- 
sofort 30 Min. 60 Min. | diflerens 





Diastase 38 2 = 
Phenolase 3° = 16 . 135 88 47 
Fibrinferment = 62,55 + Chinin 117 | 9 | 2 
Fibrinogen = 250. . + Atoxyl | 112 97 15 
Antitrypsin = 500 | 

36 Tage nach der Unterbindung Blutzucker niichtern 0,128 Proz. 


Lipase 


sofort 3 Min. 60 Min. ——_ 











Diastase > = 32 | 

Phenolase 33) = 16 «133 95 
Fibrinferment = 125 ! ini 109 * 97 
Fibrinogen = 125 . . | 15 | wé4 
Antitrypsin = 333 
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Wie in den beiden anderen Versuchen, sehen wir auch hier keine 
Anderung des Fermentbestandes gegeniiber dem normalen, Tiere, doch 
ist auch bei diesem Tiere die Atoxylresistenz der Serumlipase ginzlich 
verschwunden. Wie dieser in allen drei Versuchen wiederkehrende 
Befund zu deuten ist, laBt sich schwer sagen. Ob er auf dem Auftreten 
von irgendwelchen Begleitstoffen beruht, die in dem normalen Serum 
des Kaninchens nicht angetroffen werden, entzieht sich unserer Be- 
urteilung. Wir méchten diesem Befund keine besondere Bedeutung 
beimessen, zumal bei der Untersuchung zweier anderer Tiere, bei denen 
die Pankreasgangunterbindung bereits 6 Monate zuriicklag, eine atoxy]l- 
resistente Lipase im Serum sich hat nicht feststellen lassen. Wir ver- 
zichten auf die Wiedergabe der betreffenden Protokolle, da sie auch 
sonst keine Abweichungen von den Normalwerten zeigten. 


Von der Uberlegung ausgehend, da8 man eine besonders hoch- 
gradige Sympathicotonie erzeugen kann, wenn man Tieren das Pankreas 
exstirpiert, haben wir unsere Untersuchungen noch auf pankreaslose 
Hunde ausgedehnt. Im ganzen kamen vier Tiere zur Untersuchung, 
doch will ich nur die Resultate von zwei Versuchen mitteilen, da in 
den beiden anderen Versuchen die Tiere die Exstirpation nur kurze 
Zeit tiberlebten. 


Versuch 4. 


Dogge, mannlich, Operation verlauft glatt, Hund lebt 14 Tage, wird am 
15. durch Entbluten getétet. Vor der Operation: 





arr! Lipase 


| aie, || ane, f Co 
sofort 30-Min. 60 Min. po 


Diastase 3}, = 256 
Phenolase 33, = 32 . 131 
Fibrinferment = 62,5 + Chinin 125 
Fibrinogen = 125... + Atoxyl 117 
Antitrypsin = 333 


Entblutung am 15. Tage. 





‘ Lipase 
sofort Min. 





Tropten: 
differenz 


Diastase 3) = 256 
Phenolase 34, = 32 . 132 
Fibrinferment = 125 + Chinin 124 
Fibrinogen = 125... + Atoxyl 116 
Antitrypsin = 250 
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Abgesehen von der Lipase, sehen wir keine wesentlichen Anderung: 
im Fermentgehalt des Blutes nach der Pankreasexstirpation. Der 
Diastasegehalt und die Phenolase und ebenso Fibrinferment sin 
unverandert geblieben, das Antitrypsin scheint eine kleine Abnahme 
aufzuweisen ; sie ist aber so minimal, daB ihr wohl kaum eine besondere 
Bedeutung beigelegt zu werden braucht. Eine wesentliche Anderung 
zeigt sich nur im Lipasegehalt des Blutes, und zwar eine betrichtliche 
Abnahme. 


Versuch 5. 


Schiferhund, mannlich. Operation verléuft glatt; das Tier friBt gut und 
ist sehr munter. Blutzucker nach 4 Tagen 0,377 Proz. Nach 4 Wochen 
Blutzucker 0,201 Proz. Tier ist weiter munter. Nach weiteren 4 Wochen 
ist das Tier so schwach, da8 es kaum auf den FiiBen stehen kann, es wird 
nunmehr durch Entbluten getétet. Blutzucker 0,227 Proz. Vor der Operation : 





Ft a 
sofort 30 Min. 60 Min. 





| “Tropten- 
differenz 


Diastase 35) = 512 
Phenslaen 2 im = $2 138 
Fibrinferment = 62.5 + Chinin 127 
Fibrinogen = 125 .. + Atoxyl 117 
Antitrypsin = 500 


4 Wochen nach der Operation: 





Lipase 


sofort 30 Min. 60 Min. - Tropten- 


differenz 


Diastase 3}, = 256 
Phenolase = = 32. 139 
Fibrinferment = 62,5 + Chinin 127 
Fibrinogen = 125. . + Atoxyl 117 
Antitrypsin = 333 


Wochen nach der Operation. : 





Lipase 


. . Tropten- 
sofort WO Min. 60 Min. diiieees 





Diastase 4 = 256 
Phenolase 3, = 32 . | 142 
Fibrinferment = 625 + Chinin | 126 
Fibrinogen = 125 . . || + Atoxyl | 113 
Antitrypsin = 333 
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Auch hier ist die Verschiebung im Fermentgehalt des Blutes trotz 
des langen Bestehens des Pankreasdiabetes und der enormen Ab- 
magerung des Tieres keine auffillige, abgesehen von der Lipase, die 
auch hier ganz betrachtlich reduziert ist. 

Dieser Befund steht in guter Ubereinstimmung mit den Unter- 
suchungen von Hiruma!) iiber die Verteilung der Lipase in den einzelnen 
Kérperregionen. Hirwma hat auf Veranlassung von Wohlgemuth das 
Blut aus verschiedenen GefaBen auf seinen Lipasegehalt gepriift und 
festgestellt, daB von allen Portionen das Blut der Vena pankreatico- 
duodenalis am meisten Lipase enthalt. Er schloB daraus, daB von 
dem Pankreas stindig Lipase an das Blut abgegeben wird, und da 
das Pankreas vielleicht als Quelle der Blutlipase zu gelten habe. Wenn 
das der Fall war, muBte die Entfernung des Pankreas schlieBlich zu 
einer Verarmung des Blutes an Lipase fiihren. Und in der Tat hat sich 
dies in unseren Versuchen feststellen lassen. 

Auffallend ist ferner, daB trotz Entfernung des Pankreas der 
Gehalt des Blutes an Diastase sich nicht andert, sondern daB selbst 
bei wochenlangem Bestehen des pankreaslosen Zustandes Diastase in 
normaler Menge im Blute angetroffen wird. Es stimmen damit meine 
Resultate iiberein mit den Beobachtungen von Wohlgemuth, wonach 
Fehlen des Pankreas keinesfalls ein Verschwinden der Diastase im 
Blute, wie man vordem vielfach glaubte, zur Folge zu haben braucht. 
Der Diastasegehalt des Blutes ist somit ganz unabhingig von der 
Funktionstiichtigkeit des Pankreas, und die Quelle fiir die Diastase 
im Blute ist nicht oder nicht allein im Pankreas zu suchen, sondern in 
allen Organen, in denen Diastare angetroffen wird. 

Was endlich das Antitrypsin anbetrifft, so hat sich kaum ein 
Unterschied beim Fehlen des Pankreas gegeniiber dem Gehalt des 
normalen Blutes ergeben. Dieser Befund steht im Widerspruch mit 
der Beobachtung von Cobliner®) und Stawraky*), die gleichfalls an 
Hunden den Antitrypsingehalt des Blutes untersuchten. Cobliner hat 
jedoch mit einem Hunde gearbeitet, dem das Pankreas nur partiell 
entfernt war; er stellte fest, daB 14 Tage nach der Operation der Anti- 
trypsingehalt vermindert und kurz vor dem Tode fast vollstandig ver- 
schwunden war. Stawraky, der an fiinf pankreaslosen Hunden diese 
Frage studierte, kam zu dem SchluB, daB der Hauptreiz fiir die Anti- 
trypsinbildung im Blute vom Pankreas ausgeht, daB aber noch daneben 
das Leucocytenferment und die Gewebsproteasen eme Rolle spielen. 
Nach meinen Untersuchungen besteht diese dominierende Stellung des 


1) K. Hiruma, diese Zeitschr. 189, 336, 1923. 
2) Cobliner, diese Zeitschr. 25, 494, 1910. 
*) Stawraky, Zeitschr. f. physiol. Chem. 89, 381, 1914. 
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Pankreas nicht, denn sonst hitten wir so lange nach der Entfernun: 
des Pankreas nicht noch fast normale Antitrypsinwerte im Blute gx 
funden. Wir wollen durchaus nicht die Abhangigkeit der Antitrypsin- 
bildung vom Pankreas ginzlich negieren, glauben aber, daB seine Gegen- 
wart keinesfalls ausschlaggebend fiir den Gehalt des Blutes an Anti- 
trypsin ist, ein Standpunkt, den vor lingerer Zeit bereits Kurt Meyer’). 
dem wir in dieser Frage so eingehende Untersuchungen verdanken 
vertreten hat. 
Zusammenfassung. 


1. Im Zustande chronischer Sympathicotonie beim Kaninchen 
andert sich der Fermentgehalt des Blutes nicht wesentlich. 

2. Bei pankreaslosen Hunden bleibt der Diastase-, Phenolase- und 
Fibrinfermentgehalt des Blutes ebenfalls fast unverindert, desgleichen 
die Menge des Antitrypsins. Dagegen nimmt die Lipase ganz betrichtlich 
ab. Das weist darauf hin, daB zum mindesten ein grofer Teil der Blut- 
lipase aus dem Pankreas stammt. 


1) K. Meyer, Fol. Serolog. 7, 471, 1911. 
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Zur Frage des Eisenstoffwechsels im tierischen Organismus 
nach der Milzexstirpation. 


Von 
Jacques Irger. 
(Aus dem Laboratorium der II. medizinischen Klinik der Charité, Berlin.) 


(Eingegangen am 9. Januar 1926.) 


Einleitung. 

1. Die Physiologie des Eisenstoffwechsels im tierischen bzw. mensch- 
lichen Organismus ist bis auf den heutigen Tag ungeklart. Die alteren 
Arbeiten der Kobertschen!) Schule, die sich eingehend mit der Frage des 
Eisentransports beschiftigte, bringen uns nichts Positives. Der Grund 
ist klar: Die Methode war nicht geniigend ausgearbeitet, so daB viele 
Tatsachen, die vor 20 Jahren aufgestellt wurden, heute fiir uns ihren 
Wert verlieren. Auch die jiingeren Arbeiten der letzteren Jahre treffen 
nicht das Ziel. Die Bestrebung, den Eisenstoffwechsel bzw. den Eisen- 
transport im Organismus dem Einflu8 bestimmter Organe zuzuschreiben, 
stéBt auf viele Widerspriiche, die die Lésung des Problems hindern. 

2. Die Milz spielt eine sehr groBe Rolle im tierischen bzw. mensch- 
lichen Organismus. Sie nimmt an vielen komplizierten Prozessen, 
besonders an blutbildenden und verschiedenen Formen von Anamie 
und Himatolyse teil. Es besteht in dieser Hinsicht keine groBe Differenz 
in der Auffassung verschiedener Autoren. Wegen der grofen Rolle, die 
man seit vielen Jahren der Milz zugeschrieben hat, fihrte man ver- 
schiedene physiologische sowie pathologische Erscheinungen im 
Organismus, deren Erklirungen uns fern blieben, auf den Einflu8 der 
Milz zuriick. Die Tatigkeit der Milz bei blutbildenden und himato- 
lytischen Prozessen wollte man, da die Eigenschaften des Blutes und die 
Anderungen, die es erfihrt, eng mit dem dabei abspaltenden Eisen ver- 
bunden sind, in einen Zusammenhang mit dem Eisenstoffwechsel 
bringen. So erklirt sich die Bestrebung, den Eisenstoffwechsel 
quantitativ in Beziehung zu der Milz zu bringen. 


1) Kobert und Mitarbeiter, Arbeiten d. pharm. Inst. zu Dorpat 7, 1891, 
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3. Die Arbeiten von L. Asher') und seinen Schiilern (Grossenbach, 


Zimmermann, Vogel, Nakayama u. a.) iiber die Beziehungen der Mil, 
zum Eisenstoffwechsel, haben zur Aufstellung der Lehre gefiihrt, da(i 
der Milz eine dominierende Rolle im Eisenstoffwechsel zukomme, 
indem sie dem Kérper im Stoffwechsel frei werdendes Eisen zur weiteren 
Verarbeitung aufbewahre. Diese Lehre stellte Asher hauptsichlich 
auf Grund der Eisenanalysen im Kote bei normalen und milzlosen 
Hunden auf. So schreibt z. B. Grossenbacher (unter Asher) in einer 
Arbeit: ,,Dem taglichen Mittel von 9,32 mg Fe beim normalen Tiere 
stehen die taglichen Mittel 24,58 und 26,93 mg Fe beim entmilzten 
Tiere gegeniiber; es bestand demnach bei dem milzlosen Hunde eine 
mehr als doppelt so hohe Eisenausscheidung wie beim Normaltiere.“ 
Auf der anderen Seite haben aber Pearce, Krumbhaar und Frazier*) 
in umfassenden Studien iiber die Milz die Angabe gemacht, daB in 
dem Falle, wo eine vermehrte Eisenausscheidung stattfindet, diese 
nicht von dem Fehlen der Milz abhingt, sondern nur von einer ver- 
mehrten Blutkérperchenzerstérung, die im Zusammenhang mit einer 
sekundiren Anamie steht. 

Es lag mir deshalb der Gedanke nahe, die Angaben von L. Asher 
nachzupriifen um zu sehen, ob tiberhaupt ein Anhaltspunkt besteht, 
die Milz als ein Organ, dem eine dominierende Rolle im Eisenstoff- 
wechsel zukommt, zu bezeichnen. 


Methode. 


Die Methode der Eisenbestimmung zerfillt in zwei Teile. 1. In die 
Veraschung nach Neumann*) und 2. in die Eisenbestimmung nach 
Butterfield *). 

1. Die Veraschung. 

Die zur Analyse gelangte Substanz wird zuerst nach Newmann verascht. 
Die Veraschung wird in einem mittelgroBen Rundkolben aus Jenaer Glas 
vorgenommen. Uber dem Kolben befindet sich ein kleiner Tropftrichter, 
der die Tropfenzahl des Sauregemischs, die zu der zu untersuchenden 
Fliissigkeit bzw. Substanz im Kolben hinzutropft, reguliert. Bei guter 
Ubung dauert die Veraschung nicht linger als 25 bis 30 Minuten. Es ist 
hier die Art der Substanz in Betracht zu ziehen. Bei Blut und Galle geht die 
Veraschung ziemlich schnell vor sich, wahrend sie bei Kot und Urin langer 
dauert. Nach der Veraschung wird der Kolben ungefahr eine halbe Stunde 
lang erwirmt. Nach Abkiihlung der veraschten Substanz wird dreimal 
soviel Wasser, als von dem Saéuregemisch verbraucht wurde, zur Verdiinnung 
der Lésung hinzugefiigt, (5 bis 10 Minuten) gekocht und weiter verarbeitet. 


1) L. Asher (und Schiiler), diese Zeitschr. 17, 78 und 297, 1909; 438, 
386, 1912; 151, 119, 1924. 

*) Pearce, Krumbhaar und Frazier, ,,The spleen and Anaemia“. 
Philadelphia und London 1917. 

8) A. Neumann, Zeitschr. f. physiol. Chem. 37, 1902. 

‘) E. E. Butterfield, ebendaselbst 62, 173, 1909. 
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2. Die Eisenbesti g nach Butterfield. 


Die nach Neumann veraschte Substanz wird der nach Butterfield 
eingefiihrten Modifikation der urspriinglichen Neuwmannschen Eisen- 
bestimmung unterworfen. Die mit Wasser verdiinnte und etwa 10 Minuten 
lang gekochte Lésung wird nach dem Abkiihlen mit 20 ccm Zinkreagenz 
versetzt und so lange unter Abkiihlung Ammoniak hinzugefiigt, bis der 
entstandene weiBe Zinkniederschlag bestehen bleibt. Nun gibt man ein 
wenig Uberschu8 an Ammoniak hinzu, bis sich der Niederschlag gerade 
gelést hat. Die Lésung wird dann auf einem Baboblech bis zum Sieden 
erhitzt und eine halbe Stunde eventuell linger im flotten Sieden gehalten. 
Man muB sehr vorsichtig erhitzen, um das Schleudern der Fliissigkeit zu 
verhiiten. Nachdem sich der kristallinische Niederschlag von Zink- 
ammoniumphosphat abgeschieden hat, erhitzt man die Fliissigkeit noch 
etwa 5 bis 10 Minuten. Die iiberstehende Fliissigkeit wird, wahrend sie noch 
heiB ist, durch ein aschefreies Filter von dem Niederschlag abfiltriert, 
der Niederschlag dreimal mit heiBem Wasser gewaschen. Das Filtrat darf 
nach dem Ansduern mit HCl keine Rhodanreaktion geben. Der Niederschlag 
wird dann in verdiinnter Schwefelséiure gelést und mit Zink reduziert, die 
reduzierte Lésung durch Glaswolle, die mit Schwefelséure gewaschen ist, 
in ein Becherglas filtriert und mit einer n/100 Permanganatlésung titriert. 
Das Permanganat wird gegen Thiosulfat von bekanntem Titer eingestellt, 
der Titer von Thiosulfat mit n/100 Kaliumbichromat kontrolliert. 





Anordnung der Versuche. 


Die Versuche wurden an zwei Hiindinnen angestellt. Das Versuchstier 
wurde in einem Stoffwechselkaéfig, der genug geréumig war, in einem be- 
sonderen Raume untergebracht. Die Wande des Kaéfigs bestanden aus 
Glasplatten. Auf die Sauberkeit dieses Kafigs wurde die gréBte Aufmerksam- 
keit verwendet, so daB der Urin, der in einem GlasgefaB gesammelt wurde, 
ohne irgendwelche Verunreinigung in das Harngefé8 herunterfloB. Das 
Auffangen des Kotes bereitete keine Schwierigkeit. Das Futter wurde 
konstant gehalten und bestand beim ersten Tier aus 200g gekochtem Fleisch 
und 150g gekochtem Reis, beim zweiten aus 300g rohem Fleisch, 100g 
Brot und 20g Fett. Der erste Hund hatte ein Kérpergewicht von 14,5 kg, 
der zweite von 12,4kg. Die Hunde fraBen wahrend der ganzen Zeit des 
Versuchs sehr gut. Der Versuch dauerte 2 bzw. 6 Monate, so da8 man den 
Einflu8 der Nahrung auf den Ejisenstoffwechsel wahrend dieser Zeit als 
einen nicht geinderten beobachten konnte. 


Verarbeitung des Materials. 


Der von einigen Tagen gesammelte Kot wird zusammengetan und auf 
dem Wasserbad eingetrocknet, der trockene Kot fein pulverisiert und dann 
im Trockenschrank bis zum konstanten Gewicht weiter getrocknet. Zur 
Analyse gelangten stets aliquote Teile des pulverisierten Kotes (2 g). 
Der Urin wurde vorher eingedampft und verascht. Da der Urin sehr kleine 
Mengen an Eisen enthalt, wurden immer médglichst groBe Mengen von 
Urin analysiert. Von der Galle sowie vom Blute verarbeitete ich meistens 
10cem. Wenn die Menge der zu untersuchenden Fliissigkeit zu klein war, 
z. B. beim Blute, so begniigte ich mich mit kleineren Mengen, 5ccm. Bei 
jeder Analyse wurden Doppelbestimmungen angestellt, die sich sehr bewahrt 
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hatten und die nicht zu umgehen sind, wenn man in der Richtigkeit der 
Methode sicher sein will. Die Galle wurde im Laufe von 6 bis 10 Stunden 
tiglich gesammelt und die Menge auf 24 Stunden berechnet. An anderen 
Tagen wurde das Tier fiir 24 Stunden in das Gestell eingestellt. Bei der 
von 24 Stunden gesammelten Gallenmenge war kein quantitativer Unter- 
schied von der in 6- bis 10stiindigen (berechnet auf 24 Stunden) zu ver. 
zeichnen. 

Das Blut wurde mit der Spritze durch Hinzufiigung von einem Kérnchen 
Natriumoxalat ungeronnen aufgefangen. Es wurden Erythrocyten und 
Leucocyten ausgezihlt, das Haimoglobin nach Sahli, das Blutkérperchen- 
volumen, das aus einigen Griinden nur beim zweiten Hunde vorgenommen 
werden konnte, nach Bdénniger, bestimmt. 


Versuche. Experimenteller Teil. 


Ich habe, wie schon erwahnt wurde, Versuche an zwei Hiindinnen 
angestellt. Zuerst wurde in einer Vorperiode die Eisenausscheidung durch 
Analysen des Eisens im Urin, Kote, Blute und Galle studiert und mit denen, 
die nach der Exstirpation der Milz festgestellt worden sind, verglichen. 
Zur Gewinnung der Galle wurde eine Gallenfiste] dem Hunde nach Pawilow 
angelegt. Die Bestimmung des Blutkérperchenvolumens, der Haimoglobin- 
gehalt im Blute, die Zahl der Erythrocyten und Leucocyten ergainzten die 
Eisenanalysen. Ich fiihre die verschiedenen Analysen hier der Reihe nach an. 


1. Urin. 


Obwohl Urin nur kleine Mengen von Eisen enthalt, kénnen wir dieselben 
leicht messen. Durch die Funktion der Niere werden verschiedene Schlacken 
aus dem Kérper ausgeschieden, die wir fast immer im Urin nachweisen 
kénnen. So mu8 eine vermehrte Eisenausscheidung, wenn sie nach Ex- 
stirpation der Milz eintritt, im Urin zum Vorschein kommen. Wie aber 
die Tabellen I und II zeigen, ist keine Vermehrung der Eisenausscheidung 
im Urin nach der Milzexstirpation zu verzeichnen. Es ist eher eine kleine 
Verminderung des Eisengehalts im Urin beim zweiten Hunde zu kon- 
statieren. Der Durchschnittsgehalt des Eisens im Urin in 24 Stunden 
betrug vor der Milzexstirpation beim ersten Hunde 1,091 mg, beim zweiten 
0,536 mg. Nach der Milzexstirpation beim ersten 1,282, beim zweiten 
0,471 mg. 


2. Kot. 


Eine groBe Aufmerksamkeit wurde dem Eisen im Kote gewidmet, da 
Asher hauptsachlich auf Grund der Eisenanalysen des Kotes seine Lehre 
iiber die dominierende Rolle der Miiz im Eisenstoffwechsel aufgestellt hat. 
Wie aus den Tabellen [II und IV ersichtlich ist, besteht nach der Milz- 
exstirpation eine Verminderung des Eisens im Kote. Ich méchte vorlaufig 
keinen besonderen Schlu8 daraus ziehen, jedoch nachdriicklich betonen, 
daB die von Asher nach der Milzexstirpation festgestellte Eisenvermehrung 
im Kote nicht gefunden worden ist. Dies ist eine der wichtigsten Fest- 
stellungen, zu der die vorliegende Untersuchung gefiihrt hat. Der Durch- 
schnittsgehalt an Eisen im Kote beim ersten Hunde vor der Milzexstirpation 
betrug 23,653, beim zweiten 31,054 mg, nach der Milzexstirpation beim 
ersten 17,951 mg, beim zweiten 18,401 mg. 
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Eisenstoffwechsel. 


Tabelle 1 (Hiindin 1). 





ait dk r 
unde 
d — G nen. | A Dateienaiie Fe in unter: Fe im Urin Durchschnitts- 
deren Datum fo “4 U Caen ssuchter Urin . 4 Std Gehalt an Eisen 
ei der rinmenge rinmenge menge in - . in 24 Std 
Unter- 1925 ccm ecm mg mg mg 
= 25,, 26, IL, 728 364 0,725 4,725 
27., 28. III. 1440 720 1,367 1 367 
nchen 29. 30, TTT. 1830 800 0,948 1084 
nh und 31. 111. 900 900 1,283 1,224 * 
rchen- 11V 900 320 1,227 1345 
860 860 1116 1116 
= 1380 690 0.781 0781 
Milzexstirpation am 8. IV. 1925 vorgenomme 
19,, 20, IV. 2470 1235 1.255 1,255 
21., 22. IV. 1060 530 1.562 1 562 
; 23. 1V. 1250 1250 1,339 339 
innen 24.,, 25. 2094 1047 1.478 1478 
durch 26,, 27. 1890 945 1 229 1,229 
enen, 28., 29. 2470 1235 1,450 1450 
shen 750 750 0.669 | 0669 
vom Tabelle 11 (Hiindin 2). 
oO al - 
= 360 345 0,990 0495 


n die 
h an. 


8., 
I1., 
13., 
15., 
22., 
24., 


“IX. 
"IX. 


*) An diesem Tage wurde der Urin von 25 Stunden gesammelt, der Eisengehalt dementspreehend 


1152 
1174 
1650 
972 
590 
1236 


900 


576 
587 
$25 
486 
590 
618 


450 


0.725 
0.558 
O614 
0446 
0.614 
0,446 


0.390 


0725 
0558 
0614 
0446 
O614 
044M 


0.390 


Milzexstirpation am 9. VII. 1925 vorgenommen. 


1150 
608 
1320 
1460 
520 
330 
688 
600 
370 
450 


575 
304 
H60 
730 
260 
165 
344 
300 
185 
225 


0.502 
0.335 
0.446 
0,502 
0.558 
0.502 
0.446 
0.474 
0,446 
0,502 


0502 
0,335 
0446 
0.502 
0,558 
0.502 
0.446 
0474 
0446 
0,502 


0.536 


auf 24 Stunden berechnet. 
Tabelle 111 (Hiindin 1). 





Datum 


1925 


25. bis 29. IIT. 


30. ITT. 

31, IIT. und 
.. & oe. 

3. bis 6. IV. 


Gesammel- 
ter Kot 


8 


252.0 
750 


186.0 
117.5 


Trockener 
Kot 


& 


52.0 
21.0 


44.0 
38,5 
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l ; 
ntere Fe im unter- 


suchter onchten 
trockener > 
Kot 


Kot 
zg 


Fe im Kot 
in 24 Std. 


mg 


Durchschn.- 

Gebalt an 
Eisen in 
24 Std. 
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7. bis 19. IV. 


20 
27 


29 


7 
7 


26, 


', 28. IV. 
30, IV, 
3. V. 


. bis 


10. 
16. 
23. 

, 30. 
und 1, 


. bis 
” 


” 


. bis 12, 
20, 
26. 
, 30, 
und 1, 


” 


” 


2. bis 6. X. 
» 13, X. 


Tabelle V (Hiindin 1). 


Gesammel- 
ter Kot 


& 


Trockener 
Kot 


Unter: 
suchter 
trockener 
Kot 


s 


Fe im unters 
suchten 


in 


Kot 


mg 


Fe im Kot 
24 Std. 


Durchsct 
Gehalt a 
Eisen iy 


24 Std. 


mg mg 


Milzexstirpation am 8, IV, 1925 vorgenommen. 


190.0 
304.0 
126.0 
45.0 
37.0 


IV. 


57.0 
105,0 
89.5 


Vi 
VI. 
Vi. 
VI 
Vi 


ll. 72,0 


56,5 
84.5 
52.0 
20.5 


27.0 


Tabelle 1V (Hiindin 2). 


28,0 
34,5 
32,5 


28,0 


bo bo bo bo bo 


Dy) 

2 
l 
l 


6,026 


3,069 


3,465 
3,627 


5,273 


5,695 
1,586 
7,589 


3,423 


21,279 
20.913 
11,399 
18.588 
17,597 


26,580 
33,312 
40,834 


31,054 


23,491 


Milzexstirpation am 9. VII. 1925 vorgenommen. 


IX. 
IX, 
IX. 
IX. 
X. 


89.5 
159.5 
92.5 


79.5 
86.5 
100.0 


37.5 
28.0 
38.5 


to bo to 


bo bo bo 


8,264 
5,807 
4,243 
4,523 


4.355 
6,589 


28 511 
20,507 


30,615 


18.401 


14,699 
15,897 
17,178 


Gallenfistel am 4. Mai 1925 angelegt. 





Datum 


1925 


Il. 
12. 
13. 
14. 
15, 
18, 
19. 
20. 
22. 
23. 


“4<a44< 


to 

Sk 

Adacaac 
. . . 7. ua od ’ 


Cesammelte 
Galle pro 24Std. 
berechnet 


cem 


184 
109,23 
144 
160 
180 
147 
117 
120,05 
123,48 
96 
60 
45 


Tabelle VI (Hiindin 2). 


20, XI. 
24. XT. 
. XT. 
XI. 

. XI 


. XI. 
. XII. 
. XII. 
. XII. 
. XIT. 


120 
138 
160 
184 
184 
228 
171,42 
212.56 
199,50 
200 


Untersuchte 
Gallenmenge 


ccm 


10 
10 
10 
10 
10 
10 
10 
10 
10 
10 
10 
10 


Gallenfistel am 12 


10 
10 
10 
10 
10 
10 
10 
10 
10 
10 


Fe in der 
untersuchten 
Gallenmenge 


mg 


0,251 
0.251 
0,306 
0,251 
0,234 
0,223 
0,234 
0,267 
0,251 
0,251 
0,502 
0,502 


0,335 
0.335 
0.251 
0/234 
0.234 
0,234 
0,234 
0,212 
0,234 
0,234 


Fe in der 


Galle 


pro 24 Std. 


mg 


4418 
2741 
4,406 
4,016 
4,212 
3,278 
2,737 
3,204 
3,097 
2,409 
3,012 


2.259 


. November 


4,020 
4.623 
£019 
4314 
4314 
5,346 
£019 
4,507 
4678 
4690 


Durchschn «Geha!t 
an Eisen in der 
Galle in 24 Std 


mg 


1925 angelegt. 











—— 


urchsch>.. 

ehalt an 

tisen iy 

24 Std. 
mg 


17 M51 


1,054 


‘401 


‘Gehalt 
in der 
4 Std. 
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3. Galle. 

Auch die Wirkung der Milzexstirpation auf das Galleneisen wurde 
studiert. Die Galle, wie wir schon aus friiheren Arbeiten') wissen, scheidet 
erhebliche Mengen von Eisen in den Darm ab. Die Mengen schwanken zwar, 
aber erlauben uns, einen Blick in den Eisenstoffwechsel zu werfen. Wie 
schon erwaihnt wurde, lieB ich den Hunden zu diesem Zwecke eine Gallen- 
fistel anlegen und verglich die Mengen mit denen, die mir auf Grund der 
erwahnten Arbeiten vorlagen. In den Tabellen V und VI sind die Eisen- 
bestimmungen der Galle zusammengestellt. Sie lehren uns, daB nach der 
Milzexstirpation die Eisenausscheidung, wie z. B. beim zweiten Hunde, 
erhéht ist, was beim ersten Hunde nicht der Fall ist, so da® wir daraus 
vorlaufig keinen positiven SchluB ziehen kénnen. 


4. Bilirubin. 


Das Bilirubin, wie die Tabellen VIT und VIII zeigen, verhalt sich abnlich 
wie bei den normalen Hunden, bei denen keine Milzexstirpation vorgenommen 
wurde. 


Tabelle Vil. 


Bilirubin, bestimmt nach H. van den Bergh (Hiindin 1). 





Gesammelte Galle - ° = in de Durchschnittsgehalt 

Detem pain, in Teom Galle | Galle — M4 Std. i}, .-% 

1925 ccm mg mg mg 
11L,V. 1s4 0,25 46 

12. V. 109,23 0,30 32,769 

13, V. 144 0.25 36 

14. V. 160 0.25 40 

15. V. 180 0.25 45 

18. V. 147 0,25 36,750 0,277 
19. V. 117 0,20 23,400 
22. V. 123,48 0,30 37,044 
23. V. 96 0,35 33,600 
25. V. 60 0,30 18 
26. V. 45 0,35 15,750 

Tabelle VIII. 
Bilirubin, bestimmt nach H. van den Bergh (Hiindin 2). 

20, XI. 120 0,14 16,80 
24. XI. 138 0,28 38,64 
25, XI. 160 0,28 44,80 
26, XI. 184 0,20 36,80 
30. XT. 184 0,20 36,80 9207 
1, XII. 228 0,20 45,60 — 
2. XIT. 171,42 0,20 34,28 

3, XII. 212,56 0,20 42,51 

9, XII. 199,50 0,175 34,91 
10. XII. 200 0,20 40 


1) Brugsch und Irger, Zeitschr. f. d. ges. exper. Med. 88, H. 4/6, 1923; 
43, H. 5,6, 1924. 
28* 
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5. Blut. 


Den inneren Zusammenhang, der zwischen blutbildenden bzw. aniami 
sierenden Prozessen und der Milz besteht, miibte man eigentlich bei dey 
quantitativen Untersuchung des Eisengehalts im Blute, vor und nach det 
Milzexstirpation, nachweisen kénnen. Ich bin deswegen an die Bestimmung 
des Bluteisens herangegangen. Die Tabellen IX und X geben die Resultat« 
wieder. Wie aus den Tabellen zu ersehen ist, besteht kein Unterschied 
in dem Eisengehalt des Blutes vor und nach der Milzexstirpation. 


Tabelle 1X (Hiindin 1). 





sel — Durchschnittsgehalt 
Untersuchte Blut- F d ter: - _ 
Datum ° ——~ - aman | ena Fe in Icom Blut io py & 

1925 ecm mg mg mg 
1, IV. 10 3,472 0,347 

3. IV. 10 3,264 0,326 0.332 
8. 1V. 10 3,236 0,323 

Nach der Milzexstirpation. 
20. LV. 10 3,403 0,340 
29. IV. 10 3,013 0,301 
4. V. 10 3,292 0,329 O334 
27. V. 10 3,459 0,345 
28. V. 10 3,571 0357 
Tabelle X (Hiindin 2). 
30, VI. 10 4.523 0452 
3. VII. 10 4.802 0480 0,467 
7. Vil 10 4,718 0471 
Nach der Milzexstirpation. 

17, IX. 10 4,523 0,452 

1, X. 10 4411 0,441 

6. X. 10 4,523 0,452 
15, X. 5 2,289 0,457 0,452 
20. X, 5 2,233 0446 
7. X. 5 2,233 0 446 

1, XI. 5 2,373 9474 


6. Zahl der Erythrocyten und Leucocyten. 
Hédmoglobingehalt und Blutkérperchenvolumen. 


Ich fiihre hier die Zahl der roten und weiBen Blutkérperchen, den 
Hamoglobingehalt des Blutes, die bei beiden Hunden vor und nach der 
Milzexstirpation bestimmt worden sind, an. Das Blutkérperchenvolumen 
konnte aus einigen Griinden nur beim zweiten Hunde bestimmt werden. 
Wie aus den Tabellen XI und XII ersichtlich ist, nimmt die Zahl der 
Erothrocyten und der Hamaglobingehalt nach der Milzexstirpation ab. 
Dies gilt auch von den Leucocyten. Die Animie tritt trotz der eisenreichen 
Ernahrung auf, entgegen der Annahme von Nakayama’), daB die Ernahrung 


1) Nakayama, diese Zeitschr. 151, 119, 1924. 
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mit eisenhaltigem Fleisch, dem Anamie férdernden FinfluB der Milzexstir- 
pation entgegenwirke'). 


Tabelle XI (Hiindin 1). 





a Hamoglobin- 


gehalt Erythrocyten Leucocyten 
1925 Proz. 
1. IV. 83 | 6600000 40 400 

3. IV. 87 6 200 000 40 200 
3. IV. S4 6510000 42 500 

Nach der Milzexstirpation., 

20. 1V. 71 6 300 000 48 400 
37. IV. 77 5 900 000 47 700 
a V. 71 5 500 000 31 000 
aa. ¥. 63 5 175 000 16 500 
29. V. 62 4.950 000 14 800 
Tabelle XII (Hiindin 2). 

30, VI. 112 8 975 000 15 130 
1 VIL. 109 8 250 000 14.500 
3. VIL. 110 8 300 000 14.500 
Nach der Milzexstirpation. 

17. IX. 108 7 900 000 7 200 
1X. 95 6 250 000 0 360 
6. X. 92 6 250 000 9 000 
13. x. 78 6 300 000 11 000 
20. X. 75 6 400 000 15 000 
29. X. S4 6 400 000 9 400 
30, X. 8S 6 450 000 S$ 800 


Tabelle XIII. 


Blutkérperchenvolumen, bestimmt nach Bonniger (Hiindin 2). 





Datum Blutkérperchen 
1925 Vol.Proz. 
30. VI. 37 
3. VIL. 40 
7. VIL. 39 


Nach der Milzexstirpation. 


17. 1X. 33 
me # 39 
6. X. 34 
15. X. 30.3 
20. X 33 
27. X. 33 
h.. Aa 30.2 


1) Von groBem Interesse ist der Befund, den Pearce, Krumbhaar und 
Frazier (1. c.) auf Grund ihrer umfassenden Studien iiber die Milz und die 
Animie erhoben haben. Er deckt sich im groBen ganzen mit meinem. 

Pearce, Krumbhaar and Frazier: ,,...The results of studies of the 
influence of food containing a large amount of iron in presumably easily 
utilizable form, as in raw beef spleen, does not support the view that anaemia 
is due to lack of iron in the food", 
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- 
Son 





J. Irger: Eisenstoffwechsel. 


SchluBlolgerung. 


Nach den Untersuchungen, die an zwei Hunden angestellt wurde: 
um den EinfluB der Milzexstirpation auf den Eisenstoffwechsel zu 
studieren, ergab sich kein Anhaltspunkt fiir Anderungen derselbe: 
durch die Milzexstirpation. Die Analysen des Eisengehalts im Urin, 
Kote, Galle und Blute — vor und nach der Milzexstirpation fiihrten 
zu einem negativen Resultat. So konnte die alte Hypothese von Asher, 


die Milz sei ein Organ des Eisenstoffwechsels, der eine dominierend: 


Rolle in der Eisenausscheidung zugesprochen wurde, nicht bestatigt 


werden. 
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Uber einen Schnelldialysator 
fiir klinische Zwecke und fiir die airztliche Praxis. 


Von 
A. Gutbier und Berta Ottenstein. 


(Aus dem chemischen Laboratorium der Universitat Jena.) 


(Eingegangen am 11. Januar 1926.) 
Mit 6 Abbildungen im Text. 


Man sieht sich oft vor die Aufgabe gestellt, kleinere Quantitaten 
von physiologischen Fliissigkeiten méglichst schnell durch Dialyse von 
Elektrolyten befreien zu miissen. Deshalb erschien es uns wiinschens- 
wert, nachdem der ,,Schnelldialysator**!) sich ja bei Untersuchungen 
aller Art recht gut bewahrt?), in seiner bisher vorliegenden Ausfiihrung*) 
aber nur fiir gréBere Fliissigkeitamengen*) in Betracht kommt, noch 
einen besonderen, auf dem gleichen Prinzip aufgebauten Schnelldial ysator 
fiir klinische Zwecke und fiir die drztliche Praxis zu konstruieren. Nach 
mancherlei Versuchen glauben wir, nunmehr eine fiir den genannten 


1) A.Gutbier, J. Huber und W. Schieber, Ber. 55, 1518, 1922; Chem.-Ztg. 
47, 109, 1923. 

2) Val. besonders Hans Pringsheim und Walter Fuchs, Ber. 56, 1764, 
1923; Wilhelm Eller, Liebigs Ann. 442, 175, 1925; B. Bleyer und St. Diez, 
Milchwirtschaftl. Forsch. 2, 231, 1925; Arthur Simon und Theodor Schmidt, 
Kolloid-Zeitschr., Ergainzungsband 36, 66, 1925; Ernst Wilke-Doérfurt und 
Marta Deker, ebendaselbst Erganzungsband 36, 305, 1925; H. Rheinboldt, 
ebendaselbst 87, 391, 1925; Houben-Weyl, Methoden der organischen 
Chemie, 3. Aufl., 1, 483. 

3) Ein neues Modell dieses Apparats wird jetzt von der Mineralchemic 
A.-G. in Oeslau bei Coburg in den Handel gebracht. 

4) Dieser Dialysator wird zurzeit in zwei GréBen, mit einem Fassungs- 
vermégen des Pergamentpapiersacks von 1000 und von 100 ccm angefertigt. 
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Sonderfall brauchbare und auch handliche Apparatur (Abb. 1) be 
schreiben zu kénnen. 

Wir erreichen gegeniiber anderen Vorrichtungen bei grébter 
Betriebssicherheit gesteigerte Dialysiergeschwindigkeit und verhinder 





Abb. 1 


gleichzeitig Volumeninderungen, vor allem Verdiinnung der Innen- 
fliissigkeit dadurch, daB wir den Dialysator im Aufenwasser rotieren 
lassen. 

Um eine derartige Bewegung auch sehr geringer Fliissigkeitsmengen 
zu ermédglichen, ist eine Scheibe von 17 ¢m Durchmesser mit fiin/ kreis- 
runden. erhéhten und mit Rillen versehenen Offnungen konstruiert worden, 
so, daB sich auswechselbare Kérbchen durchaus betriebssicher in die Rillen 
eindrehen lassen. Die Kérbchen sind in zweierlei Hinsicht eingerichtet 
und abgemessen: einmal kénnen sie zur Aufnahme der gangbaren drei 
GréBen der Diffusionshiilsen Nr. 579 und 579A von Carl Schleicher & Schiill- 
Diiren dienen, zum anderen kénnen sie aber auch mit in natiirlichen Falten 
angelegtem Pergamentpapier tiberzogen werden. 

Die Scheibe ist mit einer Schraube an einer Welle sicher befestigt, 
kann demgemaé auch, wenn noétig, leicht wieder abgenommen werden 
und wird mittels metallischer, Welle und Antriebsrad tragender Fangarme 
in ein etwa 3 Liter fassendes, 20 em weites und ebenso hohes, die AuBen- 
fliissigkeit aufnehmendes GefaB eingehaingt. Das GefaB ist durch Rohr- 
schellen mit einer in Abb. 1 nicht mit abgebildeten Zu- und Abflu®Bvor- 
richtung fiir das destillierte Wasser versehen, das man zweckmaBig einem 
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hochgesteliten Vorratsgefa entnimmt und in der schon beschriebenen 
Weise!) ununterbrochen langsam zu- und ablaufen laBt. Die heberartige, 
verstellbare AbfluBréhre regelt den Stand des AuBenwassers im GefaB 
und gestattet gleichzeitig in jedem gewiinschten Augenblick die Entnahme 
von Proben der ablaufenden Fliissigkeit zur Analyse. 

Der Antrieb der Scheibe und damit der Kérbchen samt Inhalt kann 
init jedem beliebigen kleinen Motor bewirkt werden. Im Jenaer Laboratorium 
wird mit einem kleinen Elektromotor mit Vorgelege gearbeitet, das in 
seinen Abmessungen so berechnet ist, daB dem System verschiedene Um- 
drehungsgeschwindigkeiten, z. B. von 50, 100 und 150 Umdrehungen in 
der Minute, erteilt werden kénnen. 

Fiir medizinische Untersuchungen besteht der Vorzug unseres 
Dialysators hauptsichlich darin, daB bei erhéhter Dialysiergeschwindig- 
keit zu gleicher Zeit fiinf verschiedene Proben in Mengen von 2 bis 50 cem 
der Reinigung unterworfen werden kénnen. Mit Ausnahme des Halters 
ist die ganze Apparatur aus glasiertem, weiBem Hartsteingut gefertigt 
und daher leicht sauber zu halten; die Kérbchen kénnen sogar aus- 
gekocht und auch wihrend der Dialyse geschlossen werden, z. B. mit 
passendem Stopfen aus Glas oder aus Hartsteingut. 

Nachdem dieser Dialysator sich im Prinzip schon bei der Unter- 
suchung tiber Harnkolloide?) zu unserer Zufriedenheit bewihrt hatte, 
haben wir nunmehr nach der Fertigstellung des endgiiltigen Modells, 
um seine Leistungsfihigkeit, d. h. die mit ihm erzielbaren Dialysier- 
geschwindigkeiten kennenzulernen.  verschiedene — Fliissigkeiten 
Elektrolytlésungen, kolloid-disperse Systeme, Mischungen von kolloid- 
und ion-dispersen Lésungen und physiologische Fliissigkeiten der 
Dialyse in der neuen Apparatur bei 100 Umdrehungen in der Minute 
unter Verwendung der in die Kérbchen gestellten Diffusionshiilsen 
einerseits und eines iiber die Kérbchen angelegten Sackchens aus 
Pergamentpapier andererseits und zum Vergleich auch der Dialyse in 
nicht bewegten gleichen Diffusionshiilsen bei derselben Temperatur (18°) 
und bei durchaus gleichartigem Wasserdurchf!uB ven 0,5 Litern in der 
Stunde unterworfen. Wir haben den Vorgang der Elektrolytentfernung 
messend verfolgt dadurch, dab wir in gewissen Zeitabschnitten mit 
geeichten Mikropipetten bestimmte geringe Mengen des Dialysator- 
inhalts herausnahmen und unter Zuhilfenahme von n/l00 Lésungen 
maBanalytisch untersuchten*). 

Wir stellen die Ergebnisse einiger dieser Versuche der Einfachheit 
halber in Kurvenbildern (Abb. 2 bis 6) zusammen und bemerken noch, 
daB die hier mitgeteilten Chlorbestimmungen nach dem Verfahren von 


1) 4. Gutbier, J. Huber und W. Schieber, Ber. 45, 1518, 1922. 

2) B. Ottenstein, diese Zeitschr. 128, 382, 1922. 

8) Die Analysenresultate stellen selbstverstandlich keine absoluten, 
sondern nur Vergleichswerte dar. Siehe hierzu A. Gutbier, J. Huber und 
W. Schieber, Ber. 55, 1518, 1922. 
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J. Volhard in der von V. Rothmund und A. Burgstaller') vorgeschlagenen 
Modifikation, im Blute nach der Ausfillung des EiweiBes mit Uranyl- 
acetat, ausgefiihrt worden sind. Die Kurven geben die prozentuale 
Steigerung der Abnahme des Chlorions in der Innenfliissigkeit wahrend 
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der Dialyse an, und zwar beziehen sich die Kurven a auf die Dialysier- 
geschwindigkeit in nicht bewegten Diffusionshiilsen, die Kurven 6 auf den 
Verlauf der Elektrolytentfernung in den gleichen, aber im Schnelldial y- 
sator rotierenden Diffusionshiilsen, die Kurvenc auf die Geschwindigkeit 
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') Zeitschr. f. anorg. Chem. 638, 330,1909; 4. Gutbier und L. Birckenbach, 
Praktische Anleitung zur MaBanalyse, IV. Aufl., S. 207. Stuttgart, 1924, 
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der Verminderung des Chlorions in den mit einem Uberzug von Pergament- 
papier’) in noch zu beschreibender Art versehenen Kérbchen. 

Aus dem Vergleich der Kurven a und + ist eine gute Wirkung des 
Prinzips der Schnelldialyse schon bei der Verwendung der Schleicher 
& Schiillschen Diffusionshiilsen zu erkennen. Die Kurven ¢ aber 


lehren, da eine noch gréBere und sehr vor- 
100 


teilhafte Steigerung der Dialysiergeschwindig- % 
keit erzielt wird, wenn die Diffusionshiilsen 
durch in natiirlichen Falten iiber die Kérbchen 
angelegte Sackchen von Pergamentpapier er- 
setzt werden. 

Der Uberzug der Kérbchen mit der 
Membran hat so zu erfolgen, daB das ganze 
Gebilde von unten her sackartig umschlossen 
ist, und daB das Pergamentpapier sich in natiir- 
lichen Falten anlegt. Hierdurch wird?) nicht 
allein die Membranfliche nach Méglichkeit groB 
gestaltet, sondern auch eine innige Beriihrung iy > 
der Innenfliissigkeit mit dem AuBenwasser er- 7 © 
zielt, das sich mit der Drehung des Dialysators — Abb. 6. NaCl in je 15 com 
in den Falten stoBen mub. Muteorum Otenschentiut). 


5O 














Der Uberzug laBt sich leicht bewerkstelligen*): Man duréhweicht 
ein entsprechend groBes Stiick Pergamentpapier gut in destilliertem Wasser 
und legt es iiber ein dem Durchmesser und der Héhe des  betreffenden 
Kérbchens entsprechendes GlasgefaB sorgfaltig, Falte neben Falte, an. 
So entsteht ein Sackchen, aus dem man nach kurzer Zeit das Glas heraus- 
zieht, um nun das Koérbchen einzufiihren. Man umschilieBt weiter die 

- ‘ . ° . 
Membrane und das Kérbchen an der obersten Stelle fest mittels einer 
Schnur und schneidet das iiberstehende Pergamentpapier ab. Jetzt wird 
die Fliissigkeit eingefiillt, das Kérbchen in die dazugehérende Offnung der 
Scheibe eingedreht, und die Dialyse kann beginnen. 

Der ,,Schnelldialysator fiir klinische Zwecke und fiir die arztliche 
Praxis“ ist der Mineralchemie A.-G. in Oceslau bei Coburg geschiitzt 
und von ihr zu beziehen. Die Firma liefert auch die fiir den Dialysator 
in Betracht kommenden Schleicher & Schiillschen Diffusionshiilsen 
und vorschriftsmaBig vorbereitete Pergamentpapiersickchen zum 
Uberzug der einzelnen Kérbchen. 

1) Benutzt wird grundsétzlich das ,,Pergamentpapier zur Dialyse 
C 155: 100° von Carl Schleicher & Schill-Diiren. 

2) Vel. A. Gutbier, J. Huber und W. Schieber, Ber. 55, 1518, 1922. 

3) Vel. A. Gutbier und A. Mayer, Zeitschr. f. anorg. u. allgem. Chem. 


121, 215, 1922. 








Photoaktivierung von Cholesterin, 
Fetten und anderen Substanzen durch X-Strahlen. 


Von 
Sadayuki Hamano, 


(Aus dem biochemischen Laboratorium des Instituts fiir physikalische 
und chemische Forschungen zu Tokio.) 


(Mitgeteilt von Prof. U. Suzuk/.) 
(Eingegangen am 13, Januar 1926.) 
Mit 3 Abbildungen im Text. 


Der Verfasser hat jiingst beobachtet, daB Cholesterin, Olsiure, 
- Lebertran, Balsam, Campher, Abietinsiure usw. nach der Behandlung 
‘| mit Ultraviolettstrahlen im Dunkeln auf photographische Platten 
einwirken!). 

Diese Wirkung tritt am stirksten in Gegenwart von Sauerstoff 
auft  Gesiittigte Fettsiiuren, Traubenzucker, Rohrzucker, Starke, 
Aminosauren und Eiweibstoffe usw. zeigten keinen Photoeffekt nach 
der Bestrahlung. 

Der Verfasser hat nun dieselben Versuche mit X-Strahlen angestellt 
und ihnliche Resultate erhalten. 

Zu diesem Zwecke wurden die X-Strahlen von einem Coolidgeschen 
Rohre, welches mit einer Wolframantikathode versehen ist, entwickelt. 
Wahrend des Betriebes war die Potentialdifferenz 30000 Volt und 
die Stromstirke betrug 5 bis 6 Milliamperes. 

lg der sorgfaltig gereinigten und getrockneten Substanz, wie 
Cholesterin oder Borneol, wurde in ein gewéhnliches Reagenzglas 
gefiillt, das offene Ende wurde zugeschmolzen, mit diinnem Stanniol- 
papier von 0,015 mm Dicke doppelt umwickelt und in der Entfernung 
von 17cm von der Strahlenquelle 5 Stunden lang andauernd den 





hy 


1) Diese Zeitschr. 168, 438, 1925; Journ. Agr. Chem. Soc. Japan 1, 
Nr. 10, 1925. e 
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X-Strahlen ausgesetzt. Hierauf wurde die Substanz herausgenommen, 
in eine kleine Kristallisierschale gegeben (h lL6éem, D 2.7 ¢m), 
mit einer photographischen Platte (LionexpreB, Ortho) bedeckt und 





Abb. 1. Lebertran. Links: 5 Stunden bestrahit. Rechts: nicht bestrahlt 





Abb.2. Cholesterin. Rechts: nicht bestrahlt. Links: 18 Stunden bestrahlt. 





Abb. 3. Oleinsiure. Rechts: 5 Stunden bestrahlt Links: nicht bestrahit. 


in einem vollkommen dunklen Raume 24 Stunden stehengelassen. 
Nach dieser Zeit wurde das Negativ in gewoéhniicher Weise 
entwickelt. Auf diese Weise wurde gefunden, dali Cholesterin, 
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Borneol und Elaidinsiiure stark auf Photoplatten reagierten, wihre: | 
die unbestrahlten Substanzen keine Wirkung hervorbrachten. Auch 
Olsiiture und Lebertran, die urspriinglich nur schwache Wirkuny 
hatten, reagierten nach der Bestrahlung bedeutend stirker. Wird 
das Reagenzrohr mit Kohlensiure gefiillt, anstatt mit Luft ode 
Sauerstoff, so beobachtet man nach der Bestrahlung keine Photo- 
wirkung. 

Ob die mit X-Strahlen aktivierten Substanzen antirachitische 
Wirkung auf Tiere entfalten, wie nach der Ultraviolettbestrahlung, 
mu spiter untersucht werden. 


Weitere Versuche sind im Gange. 
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Uber die Oxydasen der Algen. 


Von 
Otto Gertz. 


(Aus dem botanischen Institut der Universitat Lund.) 
(Eingegangen am 13, Januar 1926.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


Uber die Verbreitung und die Wirkungsweise oxydierender Enzyme 
liegen hinsichtlich der Algen Untersuchungen von mehreren Forschern, 
von Seger, Laureys, Atkins, Reed, Duggar, Davis und Hampton und 
Baas-Becking, vor. Im vorigen Jahre hat ferner der Verfagser dic 
sogenannten Jodidoxydasen einer eingehenden Priifung unterzogen. 
Ich konnte in dieser Arbeit nachweisen, dai Oxydasen dieser Art — 
die aus Alkalijodiden freies Jod abspalten — bei den Rhodophyceen 
vorhanden sind und in erheblicher Menge bei einzelnen Gattungen, 
wie z. B. bei Rhodomela, Polysiphonia, Delesseria sanguinea, Odon- 
thalia, Brongniartella und Furcellaria, auftreten. Bei anderen Gattungen 
dagegen, wie z. B. bei Ceramium, Cystoclonium, Rhodymenia wid 
Nemalion, fehlen diese Stoffe vollstandig. Inwieweit die betreffenden 
Oxydasen — die Jodidoxydasen — spezifische, von anderen oxydatisch 
wirkenden Enzymen verschiedene Stoffe darstellen, sei beiliufig un- 
entschieden. 

Weil meine bei diesen Untersuchungen gewonnenen Ergebnisse in 
wichtigen Punkten von den Erfahrenheiten anderer Forscher erheblich 
abweichen, schien es mir notwendig, die Algenoxydasen nach _ ver- 
schiedenen Methoden zu priifen und dieselben tiberhaupt einer ein- 
gehenden Revision zu unterziehen. Die Untersuchungen wurden daher 
im Sommer 1925 weiter vorfolgt. Sie sind auf der zoologischen Station 
Kristineberg — an der schwedischen Westkiiste — ausgefiihrt und 
durch die Gewahrung eines Beitrags von der Physiographischen Gesell- 
schaft zu Lund unterstiitzt. 

Bei meinen schon veréffentlichten Untersuchungen benutzte ich 


folgende Methode. 
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Zum Sieden erhitzter Starkekleister (eine Federmesserspitze Kartoff 
stiirke, 100 cem Wasser) wurde mit Jodkalium (3g) und Gelatine (10g 
versetzt und das Gemisch dann in eine Petrischale ergossen. Nach Al} 
kithlung des Inhalts wurde das zum: Priifen benutzte Material 
frisch abgeschnittene Thallusstiickchen, ausgepreBter Saft zerquetschte; 
Algen auf das erstarrte Substrat der Petrischale gebracht und das Ganze 
auf einen dunklen, kiihlen Ort in den Eisschrank gesteilt. Schon nac!} 
einigen Stunden war bei energisch wirkender Oxydase eine durch Jod 
stirke bedingte Blaufarbung an der Beriihrungsstelle des Substrats zu sehen 
Im allgemeinen erforderte doch die Reaktion eine lingere Einwirkung, bis 
auf 12 Stunden oder mehr. 

Unter 35 in dieser Weise gepriiften Rhodophyceen fiihrten 25 
Oxydasen, und unter diesen waren 13 verhaltnismabig oxydasenreich. 

Bei meinen im Jahre 1925 weiter verfolgten Untersuchungen 
benutzte ich zum Priifen der Oxydasen in erster Linie die Benzidinprobe 
Fiir diesen Zweck wurden die Thallusstiickchen in einer Reibschale 
mit feinem, chemisch reinem Quarzsand?) verrieben und mit destil- 
liertem Wasser in geringer Menge versetzt. Der Gewebebrei wurde 
durch ein feines Seihtuch koliert und gepreBbt und dabei eine prachtig 
rot gefarbte, am meisten in Orange lebhaft fluoreszierende Flissigkeit*) 
gewonnen. Ein Tropfen dieser Lésung wurde auf ein mit alkoholischer 


') Von den kauflichen Gelatinen ist nur diejenige zu verwenden, die 
in verfliissigtem Zustande eine saure Reaktion besitzt. Neutral oder alkalisch 
reagierende Gelatine ist fiir den Versuch unbrauchbar, weil dann keine 
Blauung der Starke eintritt. In einzelnen Fallen kam zum Priifen der 
Jodidoxydasen noch eine andere Methode zur Verwendung. Diese besteht 
darin, in Probierréhrehen einige Tropfen ausgepreBten Saft einem Gemisch 
von fliissigem Starkekleister und Jodkaliumlésung zuzufiigen; wird dann 
mit verdiinnter Essigsiure angesaiuert, so tritt nach einigen Stunden eine 
allmihlich tiefer werdende, durcli Jodstarkebildung bedingte bléuliche 
Farbung der Fliissigkeit ein. So z. B. bei Delesseria sanguinea, Polysiphonia 
nigrescens und Furcellaria fastigiata. In einer nicht angesiuerten Lésung 
tritt aber keine Bildung von Jodstarke ein; andererseits bleibt selbstver- 
standlich auch die Jodstarkebildung aus, wenn kein AlgenpreBsaft dem 
essigsauren Gemisch von Stirkekleister und Jodkaliumlésung zugefiigt 
wird, 

*) Glaspulver ist fiir diese Untersuchung ungeeignet, weil das Wasser 
wegen Lésung verschiedener Bestandteile des Glases eine alkalische Reaktion 
bekommt. Man iiberzeugt sich davon leicht, wenn man Glaspulver mit 
destilliertem Wasser versetzt und einen Tropfen alkoholischer Phenol- 
phthaleinlésung oder Rosolsaure hinzufiigt. Dann tritt namlich eine kraftige, 
durch die Alkaleszenz der Fliissigkeit bedingte Rotfairbung ein. 

3) Anstatt einer hellen Fliissigkeit entstand bei einigen Algen eine 
fadenziehende, schleimartige Masse, wie z. B. bei Nemalion multifidum, 
Chondrus crispus, Scinaia furcellata und Cruoria pellita. Bei diesen fielen 
ferner auch die Benzidin- und Guajakproben negativ aus, was vielleicht 
darauf zuriickzufiihren ist, daB die iiberaus reichlich vorkommenden 
Schleime hier durch Adsorption den Zellen die Oxydasen entziehen und 
dadurch die Reaktionstatigkeit derselben beeintrachtigen. 
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Benzidinlésung durchtrinktes und dann getrocknetes Filtrierpapier 
angebracht. In Fallen nicht im Saft vorliegender Oxydasen trat keine 
Umfairbung des Papiers ein. Waren dagegen oxydatische Stoffe vor- 
handen, so nahm die genaBte Papierflache fast momentan oder wenigstens 
beim Trocknen eine mehr oder weniger kraftige, oft dunkelblaue 
Firbung der den Tropfen umgebenden Zone an. 

Andererseits benutzte ich ferner, um Oxydasen nachzuweisen, die 
Guajakprobe. Diese wurde in der Weise ausgefiihrt, daB der aus zer- 
quetschten Algenteilen gewonnene Saft in einem Probierréhrchen mit 
dem in absolutem Alkohol gelésten Guajakharz') vorsichtig tiber- 
schichtet wurde. Beim Vorkommen von Oxydasen entstand eine ring- 
formige, blaue Farbung in der Grenzschicht zwischen den Fliissigkeiten. 
Diese trat bei kraftig wirkender Oxydase fast momentan auf; in anderen 
Fillen erforderte sie lingere Zeit, bis auf eine Viertelstunde. 

Das nahere Verhalten der mit den oben beschriebenen Reagenzien 
untersuchten verschiedenen Algen ergibt sich aus der Tabelle I. 

Aus der Tabelle I geht ohne weiteres hervor, dab, wie schon oben 
erwihnt, die oxydatische Titigkeit unter den Algen genau auf die 
Rhodophyceen beschrinkt ist. Es ist ferner auch ersichtlich, dab 
fiir einzelne systematische Gruppen der Oxydasengehalt gewissermaBen 
charakteristisch ist. Dies trifft z. B. fiir die Familie Rhodomelaceae zu, 
bei welcher sich alle von mir untersuchten Arten als verhaltnismaBig 
oxydasenreich herausstellten. In anderen Gruppen dagegen zeigt die 
Verteilung oxydasenfiihrender und oxydasenfreier Arten ein sehr 
buntes Bild, und das Vorhandensein bzw. das Fehlen von Oxydasen 
kann demnach keineswegs als ein al!gemeines systematisches Merkmal 
angesehen werden. 

Die oxydatische Titigkeit macht sich tibrigens mit sehr ver- 
schiedener Intensitét geltend. Besonders kraftig fielen die Oxydasen- 
reaktionen mit Benzidin und Guajakharz bei folgenden Arten aus: 
Delesseria sanguinea, Odonthalia dentata, Furcellaria fastigiata, Rhodo- 
mela subfusca, Rh. virgata, Polysiphonia elongata, P. fibrillosa, P. 
nigrescens, Brongniartella byssoides, Pterosiphonia parasitica und 
Trailliella intricata. Andererseits waren bei anderen Algen die oxy- 
datischen Wirkungen weniger hervortretend, und die betreffenden 
Reaktionen fielen nicht selten so schwach aus, daB sich das Vorhanden- 
sein oder das Fehlen von Oxydasen nur mit Schwierigkeit feststellen 


1) Ich benutzte auch eine Lésung von Guajakharz in konzentrierter 
Chloralhydratlésung (5: 2 Wasser). Weil dieses Reagenz ein héheres spezifi- 
sches Gewicht besitzt, wird der zu priifende Algenextrakt iiber diese Lésung 
iiberschichtet. Auch in diesem Falle tritt in der Grenzzone eine kraftige 
Blaufarbung ein, wie z. B. in Versuchen mit Delesseria sanguinea, Furcellaria 
und anderen. 
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Tabelle I. 





Jod- Ben- Guajak 


—_ zidin harz 


Rhodoph yceae. 

Erythrotrichia ceramicola (Lyngb.) Aresch. . 
Porphyropsis coccinea J, G. Ag. mee 
Porphyra laciniata (Light/.) Ag. . oe 
Nemalion multifidum (Web. et Mohr) « J. G. Ag. 
Scinaia furcellata (Turn.) Biv.') . =" ‘ 
Chondrus crispus (L.) Lyngb. . vas 
Phyllophora membranifolia cam et W Woodw.) 

J.G. Ag. : wa 
Ahnfeltia plicata (Huds.) Fries, 
Cystoclonium purpurascens (Huds.) Kitz, 
Euthora cristata (L.) J.G. Ag. 
Rhodophyllis bifida (Good, et 4v oodw ) Kitz, 
Rhodymenia palmata (L.) Grev. PF 
Lomentaria clavellosa ( Turn.) Gaill. 
Plocamium coccineum (Huds.) Lyngb. 
Delesseria alata (Huds.) Lamour. 
Delesseria ruscifolia (Turn.) Lamour. . oF 
Delesseria sinuosa (Good, et Woodw.) Lamour... 
Delesseria sanguinea (L.) Lamour. ee 
Bonnemaisonia asparagoides ( Woodw.) Ag. . 
Polysiphonia urceolata (Light/.) Grev. . . . 
Polysiphonia fibrillosa (Dillw.) Grev. . - 
Polysiphonia elongata (Huds.) Harv... . . 
Polysiphonia nigrescens (Dillw.) Grev. 
Pterosiphonia parasitica (Huds.) Falkenb. 
Brongniartella byssoides (Good, et Woodw.) 

Schmitz ‘ Ss 
Rhodomela subfusca (Ww oodw.) Ag. 
Rhocomela virgata Ajelim. 
Odonthalia dentata (L.) Lyngb. . . .. . 
Heterosiphonia coccinea (Huds.) Faikenb. . 
Chantransia virgatula (Haw.) Thur. 
Spermothamnion roseolum ( Ag.) ee ws 
Trailliella intricata Batters. . + te a 
Griffithsia corallina (Light/.) Ag. 
Callithamnion corymbosum (Smith) Lyngb. . 
Plumaria elegans (Bonnem.) Schmitz... 
Ptilota plumosa (L.) Ag. sia 
Antithamnion plumula (Elis) Thur... 
Ceramium rubrum (Huds.) Ag. . 
Rhodochorton Rothii (Turt.) Nag. 
Rhodochorton membranaceum Magnus. 
Dilsea edulis Stackh. . eg ere 
Furcellaria fastigiata (Huds.) Lamour. . 
Polyides rotundus (G@mel.) Grev. ; 
Cruoria pellita (Lyngb.) Fries 
Hildenbrandtia rosea Kiitz. 
Corallina officinalis L. . . 

1) Diese aus dem adriatischen Meere und aus der Nordsee bekannte Alge wurde von mir 


im August 1925 an der schwedischen Westkiiste entdeckt. Sie kommt bei Strémmarna unweit 
von der zoologischen Station Kristineberg in einer Tiefe von etwa 6m spiarlich auf Steinen und 


Muschelschalen vor. 
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Oxydasen der Algen: 


Tabelle I (Fortsetzung). 





Jod- 
kalium- Ben- 
starke 


Guajak. 
zidin harz 


Phacophyceae. 
Ralfsia verrucosa (Aresch.) J. A. Ag. 
Asperococcus bullosus Lamour, . ; 
Desmarestia aculeata (L.) Lamour. . 
Mesogloia vermiculata (Hngl.) Le Jol. 
Laminaria saccharina (L.) Lamour . 
Laminaria Cloustoni (Hdm.) Le Jol. 
Fucus vesiculosus Z.......... 
Ascophyllum nodosum (L.) Le Jol. . . 
Halidrys siliquosa (L.) Lyngb. . 

Chloroph yceae. 
Enteromorpha intestinalis (L.) Link . 
Ulva Lactuca (L.) Le Jol, . ‘at alt 

Characeae. 

Chara fragilis Desy, . .. 2... 

Cyanophyceae. 
ee ee I ss ka, 6 kerk ae * 


lieB. Nur schwache Reaktionen auf Oxydase erzielte ich bei Chondrus 
crispus, Delesseria alata, Polysiphonia urceolata, Heterosiphonia coccinea, 
Griffithsia corallina, Callithamnion corymbosum, Plumaria elegans, Ptilota 


plumosa und Polyides rotundus. 

Vergleicht man die mit den drei benutzten Reagenzien gewonnenen 
Resultate, so ergibt sich im groBen ganzen eine genaue Ubereinstimmung. 
Einzeine Unterschiede liegen aber jecenfalls vor. In einigen Fallen 
sind sie doch aller Wahrscheinlichkeit nach durch Verunreinigung des 
untersuchten Materials mit Algen anderer Art bedingt, welche sich 
ja der Aufmerksamkeit leicht entziehen kénnen, wenn sie in winzigen 
Mengen auftreten. Hauptsichlich zwei epiphytische Algen kommen 
hier in Betracht, Trailliella intricata und Erythrotrichia ceramicola, 
die an herumtreibenden Algenindividuen fast konstant auftreten. 
Diese Epiphyten sind besonders oxydasenreich und kénnen dem- 
nach, auch wenn sie in geringer Menge auf nicht oxydasenfiihrenden 
Algenarten eingemischt vorkommen, diesen oxydatische Wirkungen 
mitteilen. 

Hinsichtlich der angefiihrten Ergebnisse ist ferner noch zu er- 
wihnen, daB einzelne als oxydasenfiihrend gefundene Algenarten in 
einer oder anderer Versuchsreihe negative Reaktion gaben, wie z. B. 
Delesseria sinuosa, Chondrus crispus, Phyllophora membranifolia, 
Lomentaria clavellosa, Cruoria pellita und Corallina officinalis, ferner 
auch im Gegenteil, daB sich oxydasenfreie Arten in irgend einem Versuch 
schwach positiv verhielten. Die abweichenden Ergebnisse finden 

29* 
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wahrscheinlich ihre Erklarung darin, daB der Gehalt an Oxydase und 
die Tatigkeit derselben nach dem Alter der Pflanze verschieden ist. 
Vielleicht stehen sie auch in Zusammenhang damit, daB die Grenzey 
zwischen oxydasenfreien und oxydasenarmen Algenarten in der Tat 
unscharf sind. 

Als Erklarung der in einigen Fallen fehlenden Ubereinstimmung 
sei weiterhin auch darauf hingewiesen, daB die benutzten, voneinander, 
wie es scheint, ganz unabhangigen Reaktionen eine verschiedene Emp- 
findlichkeit besitzen und demnach in verschiedener Weise ausfallen, 
wenn die Oxydasen in sehr geringer Menge vorkommen, oder wenn sie 
nur wenig wirksam sind. Im allgemeinen scheint die Reaktion mit 
Jodkaliumstiarke am empfindlichsten zu sein. Diese war bei Phyllophora 
membranifolia, Lomentaria clavellosa, Delesseria sinuosa, Rhodochorton 
membranaceum, Cruoria pellita und Corallina officinalis sehr schwach 
und oft nur spurweise vorhanden ; in einigen Versuchen, mit z. B. Phyllo- 
phora membranifolia, Delesseria sinuosa, Cruoria und Corallina, fiel die 
Reaktion ganz negativ aus. 

Eigentlich zeigten nur Chondrus crispus, Ptilota plumosa und Dilsea 
edulis einen mehr auffallenden Unterschied und wiesen demnach auf 
ein verschiedenes Verhalten in bezug auf die benutzten Reagenzien 
hin. Die kriaftige Reaktion bei z. B. Dilsea edulis mit Jodkaliumstirke 
und die véllig negativen Reaktionsergebnisse bei dieser Alge mit Benzidin 


und Guajakharz lassen sich in anderer Weise kaum erkliiren, geschweige 
denn die Verschiedenheiten, die Chondrus und Ptilota aufweisen. 
Hinsichtlich der Benzidinprobe sei noch erwahnt, daB bei einzelnen 
Algenarten anstatt der normalen Blaufarbung eine dunkel violette, 
beinahe schwarzbraune Firbung eintritt. Dies habe ich z. B. bei 
Furcellaria fastigiata und Brongniartella byssoides beobachtet. 


Bekanntlich treten einzelne Rhodophyceen unter Umstanden mit 
mehr oder weniger ausgeprigter, griinli¢her Farbe auf. Um den Oxy- 
dasengehalt auch solcher Formen zu priifen, untersuchte ich sowohl 
dunkelviolette bis beinahe tiefschwarze als auch hellgriin gefarbte, in 
seichtem Wasser vorkommende Formen von Furcellaria fastigiata, 
andererseits auch rosenrote und griine Formen von Delesseria alata 
und die tiberhaupt griinlich gefirbte Rhodomela virgata. Hinsichtlich 
der oxydatischen Aktivitat wurde aber kein Unterschied zwischen 
den verschieden gefirbten Formen gefunden. 

Die Benzidinprobe griindet sich bekanntlich auf die Eigenschaft 
des Benzidins, sich unter Oxydation in eine blau gefarbte Verbindung 
umzuwandeln. Fiir meine weiteren Untersuchungen bediente ich mich 
einer Modifikation dieser Probe, die sich in einigen Fallen geeigneter 
erwies, Oxydasen nachzuweisen. Diese Probe wurde in der Weise aus- 
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geftihrt, daB ich die alkoholische Benzidinlésung auf den Objekttriger 
goB und, nach dem Abdampfen des Lésungsmittels, eine diinne 
Schicht der in der Reibschale zerquetschten Algenmasse auf die mit 
Benzidinkristallen bedeckte Fliche des Objekttrigers anbrachte. Nach 
dem Eintrocknen wurde diese Masse mit einem Tropfen destillierten 
Wassers betupft, mit Deckglischen bedeckt und mit dem Mikroskop 
untersucht. Wenn oxydasenfiihrende Zellen vorhanden waren, traten 
teils im Medium blau gefirbte Niederschlage, teils eine blaue Firbung 
der Benzidinkristalle, teils ferner in vielen Fallen eine Blaufirbung 
des Inhalts einzelner Zellen ein. Auf diese Weise konnte ich auch Algen 
untersuchen, die nur in sehr geringer Menge zu beziehen waren und 
demnach einer makroskopischen Priifung nicht unterliegen konnten. 
Ferner konnten auch von Epiphyten iiberwachsene Algen, die sich 
von der epiphytischen Vegetation nicht ohne weiteres isolieren lieBen, 
mit der Benzidinprobe untersucht werden. Die Resultate dieser meiner 
Untersuchungen stimmten im groBben ganzen mit den oben erwihnten 
iiberein. Folgende Algenarten wurden nach der modifizierten Benzidin- 
methode naher gepriift. 


Tabelle 11. 





Erythrotrichia ceramicola (Lyngb.) Aresch. 
Porphyropsis coccinea J.G. Ag. . . avec 
Nemalion multifidum ( Web. et Mohr) J.G. Ag. ; 
Scinaia furcellata ( Turn.) Biv. a a fea 
Chondrus crispus (L.) Lyngb. 

Euthora cristata (L.) J. G. Ag. ia 

Lomentaria clavellosa ( Turn.) Gaill. . 

Delesseria alata (Huds.) Lamour. 

Delesseria ruscifolia (Turn.) Lamour. . i ee 
Delesseria sinuosa (Good, et Woodw.) Lamour . . 
Delesseria sanguinea (L.) Lamour. . . cud 
Bonnemaisonia asparagoides ( Woodw.) Ag. . 
Polysiphonia urceolata (Light/.) Grev. 

Pterosiphonia parasitica (Huds,) Falkenb. . “tr 
Brongniartella byssoides (Good, et W essen iae Schmitz . 
Rhodomela subfusca (Woodw.) Ag. . . 

Odonthalia dentata (L.) Lyngb. . . 

Heterosiphonia coccinea (Huds. ) Falkenb. 
Chantransia virgatula (Harv.) Thur, 
Spermothamnion roseolum (Ag.) vatenane 

Trailliella intricata Batters. ...... 

Griffithsia corallina (Light/.) Ag. 

Callithamnion corymbosum (Smith ) Lyngb. . 

Plumaria elegans (Bonnem.) Schmitz. 

Antithamnion plumula (Ellis) Thur. 

Rhodochorton Rothii (Turt.) Nag. . 

Rhodochorton membranaceum Magnus. 

Dilsea edulis Stackh.. . 

Cruoria pellita (L yngb. en Fries. 

Corallina officinalis L. . 
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Eine Blaufairbung des Zellinhalts war bei dieser Untersuchung ay 
folgenden Algen zu sehen: Delesseria sanguinea, D. alata, Heterosiphonia 
Euthora, Odonthalia (Blaufirbung besonders im Inhalt verwundete: 
Zellen und vor allem, wie es scheint, an den Chromatophoren) 
Trailliella (verwundete Zellen; besonders beim Trocknen wurden dic 
Querwande der Zellen gefairbt), Polysiphonia fibrillosa (Zellinhalt unc 
Zellwinde), Callithamnion corymbosum (es farben sich hier auch intakte 
Zellen), Erythrotrichia (an verwundeten Zellen tritt ein blau gefarbter 
Pfropfen auf) und Bonnemaisonia (besonders die Endzellen der Thallus- 
fiiden erschienen kompakt blau). Hinsichtlich der Trailliella sei hinzu- 
gefiigt, daB sich die kleinen kugeligen Zellen der Fiiden intensiv blau 
farben, die iibrigen dagegen ungefirbt werden, mit Ausnahme de: 
jiingsten Zellen in der Spitze der Faden, die eine dunkelblaue Farbe 
annehmen. Es scheint demnach, wenigstens in einzelnen Fallen, eine 
bestimmte Lokalisierung der Oxydasen vorhanden zu sein. 

Kommt Oxydase in gréBerer Menge vor, so tritt im Inhalt der 
Zellen eine Auskristallisierung der blau gefairbten Verbindung ein. 
Dies wurde z.B. bei Callithamnion corymbosum und Polysiphonia 
urceolata beobachtet. Insbesondere bei Polysiphonia urceolata waren 
die Kristalle gut entwickelt und traten in Form von Trichitenbiischeln 
wechselnder Gestalt auf. 

Unter den in der Tabelle angefiihrten Algen wurden einzelne als 
verhaltnismabig kriftig oxydasenfiihrend gefunden, obgleich sie sich 

beim Priifen ausgepreBten Saftes als nur 
wenig oxydatisch aktiv erwiesen hatten. 


y 
-~K } - 2, f d Offenbar ist dies darauf zuriickzufiihren, 
7 dz daB die gepriifte Fliissigkeit bei der 
¥ ] WZ makroskopischen Untersuchung zu ver- 
1) diinnt war oder daB die Oxydase beim 
Abb. 1. Zerquetschen der Gewebe durch andere 
ey oi ee natin Stoffe inaktiviert wurde. 
erhaltenen blau gefarbten Verbindung. Bei besonders oxydasenreichen Algen 
Vasey SA gelingt die Benzidinprobe auch in der 
Weise, daB man intakte Algen auf dem Benzidinpapier preBt und 
eintrocknen léBt. Mit Brongniartella erhilt man dann auf dem 
Papier einen zierlichen Abdruck des fein verzweigten Thallus in 
blaulicher Farbe ; die Brongniartella selbst farbt sich kraftig dunkelblau, 
beinahe schwarz. In einem Versuch mit Delesseria sanguinea wurden 
die Blatter des Thallus nur teilweise blau gefirbt, das Papier aber nur 
schwach geblaut. 
Es wurden ferner Versuche gemacht, die Oxydasen aus dem Preb- 
saft durch Verdiinnung mit 97 proz. Alkohol auszufillen. Eine geeignete 
Methode, diese Stoffe zu separieren, war auch das Aussalzen mit 
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Ammonsulfat. Die durch Alkohol oder Ammonsulfat ausgefillten 
Prazipitate — Oxydasen nebst begleitenden Stoffen verschiedener 
Art, wie z. B. EiweiBstoffe, Farbstoffe usw. — wurden abfiltriert; 
auf eine weitere Isolierung der Oxydasen wurde verzichtet, weil vor- 
laufig keine geeignete Methode zur Verfiigung steht, die eingemischten 
Fremdkérper zu entfernen. 

Die mit Ammonsulfat oder Alkohol gewonnenen Prazipitate 
waren amorphe Massen von hell- oder dunkelroter Farbe. Selbst- 
verstandlich iiben sie in wasserfreiem Zustande keine oder nur geringe 
oxydatische Wirkungen beim Priifen mit Benzidin und Guajakharz 
aus. Mit Jodkaliumstirke wurde aber eine sehr kriftige Reaktion 
erhalten. Folgende Arten habe ich in dieser Richtung naher untersucht: 
Dilsea edulis, Delesseria sanguinea, Odonthalia dentata, Brongniartella 
byssoides und Corallina officinalis. Die Prazipitate von z. B. Ceramium 
rubrum und Porphyra laciniata waren, wie zu erwarten war, ohne 
oxydatische Wirkungen. 

In Wasser aufgeschwemmt und zum Teil gelést, zeigten die be- 
treffenden Niederschlaige sehr energische Oxydasenwirkung. Dies 
wurde bei Furcellaria und Delesseria sanguinea niher untersucht. 
Sowohl mit Benzidin als auch mit Guajakharz erzeugten die Prazipitate 
auf diese Weise prichtige Blaufirbungen. Betreffs der Jodkalium- 
stiirkeprobe habe ich schon oben hervorgehoben, daB sich oxydasen- 
fiihrende Prizipitate in entsprechender Weise auch hinsichtlich dieser 
Reaktion verhalten. 

Das beim Filtrieren gewonnene Filtrat entbehrte in samtlichen 
untersuchten Fallen oxydatischer Eigenschaften. Die Oxydasen waren 
demnach aus dem PreSsaft quantitativ herausgefallt. 

Wie die Enzyme iiberhaupt, zeichnen sich die Oxydasen be- 
kanntlich durch eine ausgepriigte Hitzeempfindlichkeit aus. Auch 
die Oxydasen der Algen waren sehr thermolabil. Sowohl der PreBsaft 
als auch die mit Alkohol oder Ammonsulfat gewonnenen Prazipitate 
wurden beim Sieden oxydatisch wirkungslos. 


Um den Temperaturgrad zu bestimmen, bei welchem die Tatigkeit 
der Oxydasen verloren geht, wurde PreBsaft von Delesseria sanguinea 
in Probierréhrchen auf Wasserbad 5 Minuten lang auf verschiedene 
Temperaturgrade erwirmt und die oxydatische Fahigkeit der Fliissigkeit 
auf Benzidinpapier gepriift. Es zeigte sich, daB die Zerstérung der 
Oxydasen genau bei 70° C erfolgt. Nach einer Erwarmung bis auf 69° C 
war noch eine Blauung des Benzidins zu sehen, aber bei 70°C und noch 
héheren Temperaturgraden war diese Fahigkeit nicht mehr vorhanden. 
Genau bei diesem Grade (70°C) fingt iibrigens der rote Farbstoff der 
Algen, das Phykoerythrin — in chemischer Hinsicht bekanntlich ein 





444 O. Gertz: 


Eiweibkorper —, an zu erstarren. Die Fluoreszenz desselben geht ver- 
loren und die Farbe wird grauviolett bis gelblich graubraun. 

Die Algenoxydasen behalten unter Umstinden verhialtnismabiy 
lange Zeit ihre Aktivitat. Um weiterhin diese Eigenschaft zu priifen, 
wurde frisch hergestellter PreBsaft von Delesseria sanguinea mit einige: 
Tropfen Toluol versetzt und am dunklen und kiihlen Orte aufbewahrt 
Nach 3 Monaten untersuchte ich mit dem Benzidinpapier die Tatigkeit 
desselben und konnte dabei keine Abschwachung finden. In anderen 
Versuchen wurden Thallusstiickchen von Delesseria sanguinea'), Fur- 
cellaria und Brongniartella in Glycerin zerquetscht und in derselben 
Weise der PrefBsaft, der besonders bei Furcellaria und Brongniartella 
eine tief dunkelbraune, beinahe schwarze Farbe besaB, von Zeit zu Zeit 
gepriift. Auch in diesem Falle war die oxydatische Fahigkeit nach 
3 Monaten kraftig und unverindert. Betreffs meiner im Jahre 1924 
hergestellten, mit Alkohol oder Ammonsulfat gewonnenen oxydasen- 
fiihrenden Niederschlige habe ich schon friiher erwihnt, daB sie noch 
nach 8 Monaten oxydatisch wirkungsfahig waren. Sowohl bei Delesseria 
sanguinea als auch bei Odonthalia dentata beobachtete ich in diesen 
Versuchen Bliuung der Jodkaliumstarkegelatine. Daneben war 
Reaktion, wenigstens spurweise, bei Brongniartella byssoides, Fur- 
cellaria fastigiata und Corallina officinalis zu sehen. 

Betreffs der Widerstandsfahigkeit der betreffenden Oxydasen 
seien noch folgende Beobachtungen angefiihrt. Thallusstiickchen von 
Delesseria sanguinea wurden 2 Tage lang mit destilliertem Wasser 
behandelt ; beim Priifen der Fliissigkeit sowie auch des zerquetschten 
Gewebebreis waren keine Spuren oxydatischer Wirkung mehr zu sehen. 
Offenbar hatten sich die Oxydasen durch Verfaulen der Masse ver- 
andert. Fiigt man aber dem frisch hergestellten Gewebebrei oder dem 
PreBsaft desinfizierende Stoffe, wie z. B. Toluol zu, so behalten sie die 
oxydatischen Eigenschaften lange Zeit bei. Auch bei vorsichtiger 
Pressung und geeigneter Trocknung der Algen bleiben sie erhalten. 
In einem anderen Versuch wurde durch Verreibung hergestellter Gewebe- 
brei von Furcellaria nach 12 Stunden mit destilliertem Wasser an- 
geschiittelt. Der PreBsaft zeigte sich dann sowohl mit Benzidin als 
auch mit Guajakharz wirkungslos. Mit Furcellaria wurde auch ein 
Versuch gemacht, aus dem frischen PreBsaft die Oxydasen mit Ammon- 
sulfat auszufillen. Wurde der Niederschlag dann mit destilliertem 
Wasser versetzt und 18 Stunden lang stehengelassen, so erwies sich 
dieser oxydatisch wirkungslos, offenbar infolge Faulnis. 


1) Beim Behandeln von Delesseria mit Glycerin fangt diese sofort an, 
mit gelblicher Farbe zu fluoreszieren. Dies erklart sich dadurch, da8B beim 
Tode der Zellen das Phykoerythrin aus den Chromatophoren austritt und 
in Lésung geht. 
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Um die Diffusionsfahigkeit der Oxydasen zu priifen, wurden 
Thallusstiickchen von Delesseria sanguinea und Brongniartella byssoides 
mit einigen Tropfen Toluol versetzt und mit destilliertem Wasser iiber- 
gossen. Nach 14 Tagen wurde die Fliissigkeit — von Brongniartella 
ungefirbt, von Delesseria ziegelbraun — gepriift und dabei oxydasenfrei 
gefunden. Die Algenstiickchen wurden dann zerquetscht, und der 
PreBsaft zeigte sich beim Priifen mit Benzidin oxydatisch wirkungs- 
fihig. 


Andererseits liegen auch Beobachtungen vor, die auf eine leichte 
Lislichkeit der Oxydase und auf eine bedeutende Diffusionsfahigkeit 
derselben hindeutet. Nimmt man auf das Benzidinpapier einen Tropfen 
PreBsaft von Delesseria sanguinea auf, so saugt sich dieser im Papier 
ein und das Enzym dringt ganz so weit nach dem Rande aus wie die 
Fliissigkeit tiberhaupt. Man findet in diesem Falle keine von nur 
dem Lésungsmittel genaBte auBere, farblose Zone — wie bei vielen 
Versuchen iiber Kapillaranalyse —, sondern das Benzidinpapier farbt 
sich ganz so weit blau, wie das Wasser iiberhaupt dringt. Ein anderer 
diesbeziiglicher Versuch wurde auch angestellt. LaBt man PreBsaft 
von Delesseria sich in einem Benzidinpapierstreifen hinaufsaugen, so 
dringen die gelésten Oxydasen ganz so weit nach oben wie die Fliissigkeit, 
und man bekommt eine nach oben zu immer gesteigerte Blaufirbung 
des Papiers. Ein solcher Versuch wurde auch mit der Jodkaliumstirke- 
probe gemacht. In einem FlieBpapierstreifen lieB ich den PreBsaft von 
Delesseria sich hinaufsaugen, und der Streifen wurde dann in eine Petri- 
schale auf Jodkaliumstirkegelatine gelegt. Es zeigte sich, daB iiber 
der ganzen Fliche dieser Masse, die mit der durch den aufgesaugten 
PreBsaft genaBten Zone des Papiers in Beriithrung war, Blaufarbung 
eintrat. Hinsichtlich dieses Versuchs sei nebenbei auch erwahnt, daB 
die betreffende Petrischale dann auf einem dunklen, kiihlen Orte 
14 Tage lang stehen blieb. Das Gelatinesubstrat wurde dabei von 
Schimmelpilzen verschiedener Art iiberwachsen, aber der Abschnitt, 
der durch die Wirkung der Oxydase Jod abgespalten hatte, war vdllig 
steril und zeigte eine sehr scharfe Grenzlinie gegen die im tibrigen ganz 
verpilzte Gelatinemasse. Offenbar hat die, wenn auch sehr geringe 
Menge des abgespaltenen Jods die Keimung und die Entwicklung der 
Schimmelpilze verhindert. Es liegt hier ein interessanter biologischer 
Nachweis des durch Jodidoxydasen abgespaltenen Jods vor. 


Was noch die Permeabilitat der Zellen gegen Oxydase anbetrifft, 
so ist diese offenbar bei den Algen ganz verschieden. Hierdurch erklirt 
sich, daB, wie schon oben erwahnt, beim Priifen mit Benzidin eine 
Farbung des Mediums in einigen Fallen eintrat, in anderen aber eine 
Farbung des Zelleninhalts zustande kam. 
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Durch eine Reihe verschiedener Stoffe werden die Wirkunge; 
der Oxydasen aufgehoben. Als solche Oxydasengifte sind folgende 
zu erwahnen: Formaldehyd, Pyridin, Sublimat, Cyankalium, Urethan, 
Kupfersulfat, Uranylnitrat und Chloralhydrat. Dagegen waren z. B 
Toluol und Chloroform ohne Wirkungen. Diese Untersuchungen wurden 
mit PreBsaft von Delesseria sanguinea angestellt. Bei Benutzung von 
Metallsalzen treten in der Fliissigkeit flockige Niederschlige auf, und 
vielleicht ist das Aufheben der Oxydasenwirkung auf eine Ausfallung 
der Oxydasen zuriickzufiihren. In einigen Fillen werden die Eiweil- 
stoffe — unter diesen auch die Enzyme — wahrscheinlich denaturiert, 
was sich auch durch eine Mibfirbung der Fliissigkeit und ein Ver- 
schwinden der Fluoreszenz des Phykoerythrins kundgibt. 


Wahrend die Untersuchungen von Atkins und Davis ergeben hatten, 
daB direkt nachweisbare Oxydasen unter den Rhodophyceen nur bei 
zwei Arten, Furcellaria fastigiata (Atkins) und Agardhiella tenera [ Davis"), 
vorkommen, haben meine oben besprochenen Untersuchungen zu den 
Ergebnis gefiihrt, daB Stoffe dieser Art bei den Rhodophyceen ver- 
haltnismaBig weit verbreitet sind. Was ferner die anderen Algengruppen 
betrifft, so haben meine Untersuchungen die Beobachtungen von 
Atkins bestitigt, daB weder bei Phaeophyceae noch bei Chlorophyceac 
Oxydasenwirkungen nachweisbar sind. In derselben Weise verhalten 
sich, wie ich gefunden habe, die Characeae, wahrscheinlich auch die 
Cyanophyceae*). Inwieweit dieses darauf beruht, daB bei diesen 
Algen Oxydasen nicht vorhanden sind, oder daB die Wirkungen der- 
selben durch andere Substanzen aufgehoben werden, das ist eine Frage, 
die wenigstens hinsichtlich einiger Phaeophyceen allem Anschein nach 
in der Weise zu beantworten ist, daB hindernde Substanzen tatsichlich 
im Spiele sind. Einige von mir gemachte Versuche haben néamlich 
ergeben, daB die Oxydasen der Rhodophyceen wirkungslos bzw. weniger 
aktiv werden, wenn sie mit dem PreBsaft aus Phaeophyceen versetzt 
werden. In diesen Versuchen wurde kriftig oxydasenfiihrender Preb- 
saft aus Delesseria sanguinea mit dem oxydatisch wirkungslosen Saft 
aus Halidrys siliquosa versetzt. Die dadurch erhaltene Fliissigkeit - 
dieselben Volumina wurden von beiden Saften benutzt — zeigte beim 
Priifen sowohl mit Benzidinpapier als auch mit Guajakharzlésung gar 
keine oxydatische Wirkung. Bei einem Gemisch von Delesseria-PreBsaft 


1) Davis fand direkt nachweisbare Oxydase bei Ulva, und nach Hampton 
und Baas-Becking soll Ulva taeniata besonders reich an Oxydase sein. 
In meinen Untersuchungen erwies sich Ulva Lactuca stets frei von Oxydase 

2) Das untersuchte Material] bestand aus eineran Felsenufern wachsenden 
Association mehrerer Arten, unter diesen Rivularia atra Roth. Sie waren 
simtlich — auch bei der modifizierten Benzidinprobe — oxydasenfrei. 
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mit PreBsaft aus Fucus serratus oder Laminaria saccharina, ferner auch 
bei einem Gemisch von Fwurcellaria-PreBsaft mit Saft aus Laminaria 
Coustoni war eine oxydatische, aber jedoch sehr abgeschwachte Fihig- 
keit noch vorhanden. Die betreffende Fahigkeit machte sich hier 
weniger geltend als in einem Kontrollversuch, wo Delesseria- bzw. 
Furcellaria-Saft mit einer entsprechenden Menge destillierten Wassers 
versetzt worden war. Die Stoffe, die in diesem Falle das Aufheben 
bzw. die Abschwichung der Oxydasenwirkungen hervorrufen, sind 
allem Anschein nach gerbstoffartiger Natur. Solche Stoffe sind ja 
bei den Phaeophyceen weit verbreitet und bei der in dieser Hinsicht 
am kraftigsten wirksamen Halidrys siliquosa in ganz erheblicher Menge 
vorhanden. 

In diesem Zusammenhang sei auch das Verhalten von Bonne- 
maisonia asparagoides und Trailliella intricata niher besprochen. Betreffs 
dieser Algen haben Untersuchungen von Robertson, Golenkin und Kylin 
ergeben, daB sie aus Jodverbindungen der Zellen des Algenkérpers 
sehr leicht freies Jod abspalten und, in Stirkelésung gelegt, diese 
blau firben. Bei Bonnemaisonia kommt die Jodabspaltung spontan 
beim Eintrocknen oder Absterben der Algen zustande; bei T'railliella 
tritt sie beim Zusatz verdiinnter Siure ein. Es ist sehr wahrscheinlich, 
daB die bei der Benzidinprobe durch diese Algen bewirkte Blaufairbung 
auf eine derartige Ursache zuriickzufiihren sei. Man kénnte sich namlich 
die Sache so vorstellen, daB das Jod mit dem Wasser zur Bildung von 
Jodwasserstoff und Sauerstoff reagiert. Die Blaufirbung des Benzidins 
ware dann schlechthin nur die Folge der oxydierenden Tatigkeit dieses 
Sauerstoffs in statu nascendi. Inwieweit der hier skizzierte Erklarungs- 
versuch den vorliegenden Verhiltnissen tatsichlich ent »ri 't, sei aber 
vorlaufig eine offene Frage. 


In dieser Mitteilung habe ich die untersuchten Stoffe als Oxydasen 
bzw. oxydatische Enzyme bezeichnet. Dagegen habe ich absichtlich 
die Bezeichnung Atmungsenzyme vermieden. Offenbar finden sich 
unter den Oxydasen eine ganze Reihe von Stoffen vor, die im Chemismus 
der lebenden Zelle eine verschiedene Rolle spielen und ihre Wirkungen 
in ganz verschiedenen Richtungen ausiiben. Ob die von mir be- 
schriebenen Stoffe in der Tat Atmungsenzyme darstellen, sei noch 
unentschieden. Jedenfalls sei doch erwaihnt, daB8 ein von mir seit 
2 Monaten hergestellter, oxydatisch wirksamer PreBsaft aus Delesseria 
sanguinea sich in ganz analoger Weise verhilt wie die von Thunberg 
und den Forschern seiner Schule naher untersuchten pflanzlichen 
Atmungsenzyme, Stoffe, die bekanntlich durch die Bildung von aktivem 
Wasserstoff eine Entfirbung von Methylenblaulésung im Vakuum er- 
zeugen. Bei einigen im hiesigen physiologischen Institut ausgefiihrten 
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Untersuchungen zeigte es sich nimlich, daB der betreffende PreBsaft 
eine verdiinnte Lésung von Methylenblau in verhiltnismaBig kurzer 
Zeit entfirbte. Die Ergebnisse des betreffenden Versuchs gehen aus 
folgender Tabelle hervor'). 





Rohr Nr. 


Methylenblaulésung, cem ... . 0,1 0,1 0,1 0,1 
Dikaliumphosphatlésung, cem . . _ 01 0,2 0,4 
Oxydasenlésung, cem ...... 03 03 03 03 
Aqua destillata, eem ...... 0.6 05 0.4 0,2 
Entfairbungszeit, Min... ... . — 102 71 65?) 


Der Versuch wurde in einem geeigneten Thermostaten bei 35° C 
ausgefiihrt. Methylenblaulésung: 1: 5000; Dikaliumphosphatlésung: 
0,174¢ K,HPO,: 10cem H,O. 

Es scheint mir aus der erwihnten Untersuchung hervorzugehen, 
daB sich eine auffallende Ubereinstimmung hinsichtlich der spezifischen 
Wirkungen der Algenoxydasen und der Atmungsenzyme héherer 
Pflanzen geltend macht, was ferner darauf hindeutet, daB die be- 
treffenden Algenoxydasen in der Tat derartige, fiir die vitalen Oxy- 
dationserscheinungen des Organismus hochwichtige Stoffe darstellen. 
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1) Hinsichtlich der benutzten Methodik verweise ich auf die eingehenden 
Untersuchungen von Gunnar Ahlgren. 

2) Dieses Protokoll verdanke ich dem liebenswiirdigen Entgegenkommen 
von Herrn Prof. Torsten Thunberg, Lund. 
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Uber§das Verteilungsverhiltnis der EiweiSkérpergruppen 
in tertiirsyphilitischen Seren bei positiver Komplement- 
bindungsreaktion. 

Von 
Wilhelm Starlinger. 

(Aus der II. medizinischen Universitaétsklinik in Wien.) 


(Eingegangen am 14. Januar 1926.) 


I. Fragestellune. 


1. Uber das Verhalten der menschlichen SerumeiweiBkérper- 
gruppen!) bei Syphilis liegen in der Literatur nur sparliche und wenig 
umfangreiche Angaben vor, die bei kritischer Betrachtung der ver- 
wendeten’ Methodik eine weitere Verringerung erfahren; es wurde 


gefunden von: 


Kreibich*) bei (anscheinend wenigen Fallen von) Lues I bis IT (Am, S8Q,- 
Fraktionierung und Gewichtsanalyse) keine sichere Vermehrung der 
Am, 8O,-Halbsattigungsfraktion (AHF) (= ,,Globuline“); von Noguchi*) 
regelm&Bige ,,Globulin“-Vermehrung; von Spiegler*) meist Verminderung, 
selten Vermehrung des ,,Globulins‘*; von Wéinternitz*) in sieben Fallen 
von Lues I bis II (Methodik wie bei Kreibich) eine Vermehrung der AHF; 
von R. Miiller und Hough*) bei Lues IT mit komplett positiver Wassermann- 
reaktion (Am,SO,-Fraktionierung und eigene Zentrifugiermethode) Ver- 

der AHF; von Kaemerer*) bei Verwendung gleicher Methodik ein 
gleiches Resultat; schlieBlich von Bircher und McFarland’) in 174 Fallen 
von Lues I bis III (Methode von Naegeli-Rohrer) in 90 Proz. der Faille eine 
Steigerung des ,,Globulins‘ um iiber 50 Proz. des GesamtserumeiweiBes. 


1) Auf das Verhalten des PlasmaeiweiBes kann hier nicht eingegangen 
werden. 

*) Verh. deutsch. derm. Ges. 1908, S. 169. 

%) Zitiert bei Klausner, diese Zeitschr. 47, 1912; nahere Angaben 
iiber verwendete Methodik, Art und Zahl der untersuchten Fille konnten 
bisher nicht gefunden werden. 

4) Arch. f, Derm. u. Syph. 98, 1908; 101, 1910. 

5) Wien. klin. Wochenschr. 1911, Nr. 5. 

*) Miinch. med. Wochenschr. 1917, Nr. 8. 

7) Arch. of Derm. and Syph. 5, 1922. 





450 W. Starlinger: 


Die letzten drei Angaben diirfen auBer Betracht bleiben, da keine 
zureichenden absoluten MaBmethoden in Anwendung gebracht wurden, 
denn die Miiller-Haugsche Methodik erlaubt nur eine Schdtzung 
der AHF, entsprechend der Héhe der abzentrifugierten EiweiBsiul 
die Naegeli-Rohrersche Methodik aber darf zwar als refrakto-viskosi- 
metrischer Index eine gewisse Bedeutung fiir die Beurteilung des 
physiko-chemischen Verhaltens der SerumeiweiBkérper beanspruchen, 
-kann jedoch keine Angaben tiber die absoluten Verhiltniswerte der 
..Globuline und Albumine* (diese als AHF und AGF = Am,S0, 
Ganzsittigungsfraktion definiert) vermitteln!). Die restlichen wenigen 
Angaben aber stammen aus alterer Zeit, stiitzen sich auf wenige Befunde, 
beschrinken sich anscheinend auf die Friihsyphilis des ersten und 
zweiten Stadiums und stehen tiberdies miteinander nicht im Einklang. 


2. Hinsichtlich des Verhaltens der Eiweifgruppen und _ihres 
Einflusses im Rahmen der Komplementbindungsreaktion wird seit den 
Arbeiten ven Sachs-Altmann?), Elias- Neubauer- Porges-Salomon*), 
Landsteiner-Miiller*) eine Anderung (Vermehrung) der labilen Serum- 
eiweiBkérper (,,Globuline’’ im weitesten Sinne) angenommen, welche 
Auffassung Friedemann*) im allgemein gefaBten Begriff der ,,Anti- 
komplementaren Globulinwirkung“ formulierte. Neben alteren, ein- 
ander teilweise widersprechenden Angaben von Grof-Volk*), Bauer- 


Hirsch’), Schmidt*) finden sich in jiingster Zeit Beobachtungen, die, 
allerdings bei verschiedener Begriffsbildung (= Trennungsgrundlage 
der SerumeiweiBkérper) das komplementbindende Prinzip einerseits 
nur in den ,,Globulinen* [Kapsenberg®), Maoki!®)|, andererseits in 
,,Globulinen“ und ,,Albuminen“ [Skrop™), Olley-Schirrge!), Felke*)] 
nachweisen konnten. 


') Auf eine Kritik der quantitativen Bestimmung der EiweiSkérper- 
gruppen, sowie der Abgrenzung des ,,Globulin- und Albumin‘‘-Begriffes 
kann hier nicht eingegangen werden; es sei zur Kennzeichnung der eigenen 
Stellungnahme auf deren Darstellung in dieser Zeitschr. 160, 1925, ver- 
wiesen. i 
2) Berl. klin. Wochenschr. 1908, Nr. 10. 

8) Wien. klin. Wochenschr. 1908, Nr. 11. 
4) Ebendaselbst 1908, Nr. 29. 

5) Zeitschr. f. Hyg. 67, 110. 

6) Wien. klin. Wochenschr. 1908, Nr. 18. 
7) Ebendaselbst 1910, Nr. 1. 

8) Zeitschr. f. Hyg. 69, 1911. 

%) Zeitschr. f. Immunitatsforsch. 31, 1921; 39, 1924. 
1) Ref.: Ber. f. ges. Physiol. 26, 1924. 

11) Zeitschr. f. Immunitatsforsch. 32, 1922. 
12) Ebendaselbst 35, 1923. 

'8) Ebendaselbst 36, 1923. 





keine 
rdey. 
itzung 
siule, 
skosi- 
r des 
chen, 
> der 
280, 
gen 
inde, 

und 
lang. 


ihres 
den 
on), 
‘um- 
che 
inti- 
ein- 
wer- 
die, 
lage 
eits 
. in 


> 13)) 


Verteilungsverhaltnis von EiweiBkorpergruppen usw. 451 


Quantitative Vergleichsuntersuchungen tiber das Verhaltnis der 
EiweiBkérpergruppen in Seren mit positiver _Komplementbindungs- 
reaktion scheinen tiberhaupt nicht vorzuliegen. 

3. Es steht also die Entscheidung aus, ob in syphilitischen Seren 
sichere Abweichungen des Verhiltnisses der Eiweifikérpergruppen 
bestehen bzw. ob ein Zusammenhang solcher Abweichungen mit dem 
Verhalten der Komplementbindungsreaktion zur Beobachtung gelangt. 
Da nun im Rahmen anderer Untersuchungen in einer Reihe von Seren, 
an denen gleichzeitig die Komplementbindungsreaktion angestellt 
wurde, auch die quantitative Analyse der Eiweibkérpergruppen zur 
Durchfiihrung kam, scheint die kurze Zusammenstellung der solcher- 
weise erhobenen Nebenbefunde berechtigt. 


Es soll jedoch besonders bemerkt sein, da8 damit keine erschépfende 
Darstellung des Verhaltens der BluteiweiBkérper bei Lues versucht werden 
soll, da einerseits unter bewuBter Vernachlassigung der wichtigsten Eiwei8- 
kérpergruppe (des gerinnungsfaihigen EiweiBes, des sogenannten ,,Fibrino- 
gens‘‘) lediglich Serum verarbeitet wurde, andererseits Serienbeobachtungen 
im klinisch grnau verfolgten Krankheitsverlaufe, welche besonders erforder- 
lich waren, fehlen. 


II. Experimentelles Ergebnis. 
1. Methodik. 


Die Komplementbindungsreaktion wurde im Rahmen der Anordnung 
von Kaup bei Einhaltung von Fiinfteldosen und Komplementauswertung 
bis zur dreifachen (1-, 1,5-, 2-, 3-) Einheit durchgefiihrt. Die Ablesung 
wurde in der Weise vorgenommen, da8 nach Bewertung jedes der vier 
Extraktréhrehen (véllige Hemmung = 4+; fast vdéllige Hemmung 
= 3+;starke Hemmung = 2 + ;schwache Hemmung = +) die Resultate 
in allen Réhrchen addiert wurden, so daB also bei vélliger Hemmung bis 
zur dreifachen Komplementeinheit das Gesamtergebnis mit 16+  ver- 
zeichnet wurde. Die Hemmungen in den Kontrollréhrchen wurden in 
gleicher Weise bewertet. 

Die quantitative Bestimmung der EiweiBkérpergruppen kam im Rahmen 
der Gewichtsanalyse nach vorausgegangener Am, S0O,-Fraktionierung zur 
Durchfiihrung. (Die genaue Darstellung der Methodik findet sich |. c., 
diese Zeitschr. 160.) Alle Bestimmungen wurden als Doppelbestimmungen 
durchgefiihrt. 

Alle verwendeten Seren waren klar, nicht hamolytisch, bei Ansteliung 
der Komplementbindungsreaktion etwa 24 Stunden, bei Durchfiihrung 
der Gewichtsanalyse etwa 36 Stunden alt und stammen aus einer liicken- 
losen Serie (Prot. Nr. 3451 bis 4109), innerhalb welcher alle positiv reagieren- 
den Seren, die den vorstehenden Anforderungen entsprachen, der Gewichts- 
analyse zugefiihrt wurden. Ihre verhaltnismaBig geringe Zahl, 22 unter 
658, erklart sich daraus, daB einerseits an der Klinik alle Patienten sero- 
logisch untersucht werden, andererseits mehrere positive Seren fiir die 
Gewichtsanalyse nicht verwendbar waren. 

Fast alle Seren stammen von Lues III, nur Serum 2 und 21 von Lues IT; 
die untersuchten Fille gruppierten sich klinisch folgendermaBen : 
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Latente Lues III mit meist unbekanntem Infektionstermin: Fall | 
3, 5, 6, 9, 13, 16, 22. 
Luetische Aorteninsuffizienz mit Aortitis: Fall 7, 


Lungenlues : 


Fall 10. 


Luetische Hepatitis mit Ikterus: Fall 19. 
Fall 2, 21. 

Alle Falle waren nicht oder nur ungeniigend vorbehandelt; auf nahere 
Angaben braucht in Anbetracht der vorliegenden Fragestellung nicht ein 
gegangen zu werden. 


Lues II mit frischem Recidivexanthem: 


11, 12 
» 12, 


2. Es wurden folgende Befunde erhoben: 


14, 17, 1s 





Nr. Pr = 
1 | 3457 
2 | 3459 
3 | 3468 
4 | 3513 
5 | 3516 
6 3519 
7 | 3548 
8 3551 
9 3564 
10 3569 
11 3579 
12-3601 
13 3637 
14 | 3725 
15 —- 3726 
16 3736 
7 ==: 3882 
18 3886 
19 = 3911 
20 5933 
21. 4007 
22-4104 


Gesamt- 
Eiweif 


7,30 
7.50 
8,17 
8,50 
6,83 
7,83 
7,50 
9.33 
5,17 
7,00 
6,83 
7.87 
6,66 
8,00 
6,17 
8,67 
9.20 
5.20 
7,77 
8,50 
7,77 
7,30 


AHF 


0,82 
114 
2.29 
2,62 
1,67 
1,95 
1,86 
2.97 
2.53 
1,48 
2.15 
3,43 
131 
3,32 
3,05 
3,39 
2.90 
0,64 
3,92 
3,46 
249 
1,06 


AGF 


6,24 


AHF : AGF 


11—89 
15—85 
28—72 
31—69 
34—66 
25—75 
25—75 
32—68 
49—51 


| 21—79 


32—68 
44—56 
20—80 
42—58 
49—51 
39—61 . 
32—68 
12—88 , 
50—50 | 
41—59 | 
32—68 | 
15—85 | 


Extrakt- 
Hemmung 


16 + 
16 + 
15 + 
15 + 
16 + 
16 + 


Kontroll- 
Hemmung 


2+ 


Die Betrachtung der Tabelle erlaubt folgende Feststellungen: 


Der Gesamteiweifgehalt der Seren schwankte zwischen 5,17 und 
9,33 g-Proz., um einen Mittelwert von 7,55 g-Proz. 


Das Eiweif der AHF schwankte zwischen 0,64 und 3,92 g-Proz., 
um einen Mittelwert von 2,29 g-Proz., bei Beziehung auf den Gesamt- 
eiweiBgehalt zwischen 11 und 49 Proz. um einen Mittelwert von 30 Proz. 

Das EiweiB der AGF schwankte zwischen 2,64 und 6,48 g-Proz., 
um einen Mittelwert von 5,21 g-Proz., bei Beziehung auf den Gesamt- 
eiweiBgehalt zwischen 51 und 89 Proz. um einen Mittelwert von 69 Proz. 

Maximale Komplementbindung wurde bei hohem und niedrigem 
GesamteiweiBgehalt und allen beobachteten Verteilungsverhiltnissen 
zwischen AHF und AGF verzeichnet. 
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3. Die kritische Bewertung dieser Befunde wird dadurch erschwert, 
daB geniigend umfangreiche und mit exakter Methodik!) gewonnene 
Bestimmungen des GesamteiweiBes und der Am,SO,-Reaktionen des 
Blutserums von Normalen bis heute in der Literatur nicht vorliegen. 

Es miissen daher einstweilen der Beurteilung jene Zahlen zugrunde 
gelegt werden, die im Rahmen ausgedehnter eigener Serienunter- 
suchungen an kranken Menschen ,,beiderlei Geschlechts, die mit ver- 
schiedensten (und zwar allen haufiger vorkommenenden) pathologischen 
Zustinden behaftet waren“ und bei ausschlieBlich gewichtsanalytischer 
Bestimmung gefunden wurden. 

Das Serumgesamteiweif schwankte in 147 Fallen einer Serie zwischen 
den Grenzwerten 4,0 bis 9,1 g-Proz. um einen Mittelwert von 6,50 g-Proz.; 
das Eiwei8 der AHF schwankte in 70 Fallen einer Serie zwischen den Grenz- 
werten 1,3 bis 6,6 g-Proz. um einen Mittelwert von 2,84 g-Proz., bei Be- 
ziehung auf den GesamteiweiBgehalt zwischen 17 bis 89 Proz. um einen 
Mittelwert von rund 40 Proz.; das Eiweif8 der AGF schwankte in den gleichen 
Fallen zwischen den Grenzwerten 0,3 bis 5,9 g-Proz. um einen Mittelwert 
von 3,64g-Proz., bei Beziehung auf den Gesamteiwei8gehalt zwischen 
11 und 83 Proz. um einen Mittelwert von rund 60 Proz. 

Die Gegeniiberstellung dieser beiden Zahlenreihen 14Bt bei den 
syphilitischen Seren eine deutliche Allgemeiftendenz der AHF zur 
absoluten und relativen Verringerung, der AGF zur absoluten und 
relativen Vermehrung erkennen, wenn auch in Einzelfallen durchaus 
mittlere Werte zur Beobachtung kommen. Uber das Verhiltnis zu 
Normalstandardwerten kann einstweilen keine sichere Angabe gemacht 
werden - 

Als sichergestellt aber darf jedenfalls angenommen werden, daB 
in tertiarsyphilitischen Seren haufig abnorm hohe absolute und relative 
Werte der AGF beobachtet werden, wihrend eine absolute,und (oder) 
relative Vermehrung der AHF, die von vornherein eher wahrscheinlich 
war, anscheinend ausgeschlossen werden kann; im Hinblick auf das 
Wesen der Komplementbindungsreaktion aber scheinen diese Befunde 
dagegen zu sprechen, daB das wirksame Prinzip der Komplement- 
bindung allein von dem EiweiB der AHF dargestellt wird bzw. an 
dasselbe gebunden ist. , 


1) Zur Gewinnung geniigend gesicherter Standardwerte von Normalen 
mu& die Untersuchung einer gréBeren Reihe gesunder Manner und Frauen 
unter verschiedensten physiologischen Bedingungen gefordert werden, 
als methodisehe Grundlage darf bis auf weiteres nur die Gewichts- oder 
Stickstoffanalyse (eventuell die Nephelometrie bei geeigneter Durchfiihrung) 
Verwendung finden ; hinsichtlich der Begriindung der letzteren Forderungen 
muB8 auf die friiher angegebenen eigenen methodischen Arbeiten verwiesen 
werden. 
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Die trypanozide Wirkung der Chinaalkaloide in vitro °). 


(Zugleich ein Beitrag zur Methodik der Abgrenzung spezifisch-chemo- 
therapeutischer Wirksamkeit von allgemeiner Giftwirkung.) 


Von 
A. E. Tsakalotos (Athen). 
(Eingegangen am 14. Januar 1926.) 


Morgenroth und Halberstaedter?) hatten in ihren Studien zur 
Wirkung von Chinin auf Trypanosomen auch den Reagenzglasversuch 
nach der von Werbitzki*) in Ehrlichs Laboratorium ausgearbeiteten 
Methode herangezogen. Kombiniert mit dem Tierversuch, d.h. mit 
der Verimpfung des Systems Chininlésung + trypanosomenhaltiges 
Miauseblut auf Miuse nach verschieden langer Einwirkung, bietet 
diese Versuchsanordnung die Méglichkeit, eine Reihe von Verinderungen 
der Parasiten zu erkennen, die auf die Wirksamkeit des zugefiigten 
Agens zuriickzufiihren sind. 


Morgenroth und Halberstaedter fanden, teilweise in Bestatigung friiherer 
Versuche von Anschiitz‘): 1. die Aufhebung der Lokomotion durch be- 
stimmte Konzentrationen des Chinins, 2. morphologische Veranderungen 
der Trypanosomen, 3. (diese Erscheinungen sind nur durch den nachfolgen- 
den Tierversuch darzustellen) die Abtétung und 4. die Hemmung der Ver- 
mehrungsfahigkeit. 

DaB die Aufhebung der Beweglichkeit der Trypanosomen als Kriterium 
chemotherapeutischer Wirksamkeit im Sinne direkter Abtétung nicht 
beweiskraftig ist, fiihren bereits Morgenroth und Halberstaedter (1. c.) aus. 
Noch nicht erértert wird an dieser Stelle die Frage, inwieweit der Versuch 
an Trypanosomen in vitro iiberhaupt spezifische chemotherapeutische Wir- 
kungen zur Anschauung zu bringen vermag. Bei der oft sehr erheblichen 
Seis tee die Chinaalkaloide auf freilebende Protozoen ausiiben (Binz, 





1) Die experimentellen Arbeiten wurden 1915 in der bakteriologischen | ; 


Abteilung des pathologischen Instituts der Charité (Abtlgs.-Vorsteher: Morgen- | 
roth +) ausgefiihrt. 





1(st 


2) Morgenroth und Halberstaedter, Sitzungsber. d. preuB. Akad. a.| ber 


Wissenschaften 37, 732, 1910. 
3) Werbitzki, Zentralbl. f. Bakt. Orig. 53, 303, 1910. 
*) Anschiitz, ebendaselbst 54, 277, 1910. 
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Santesson), erschien die Untersuchung dieser Frage von erheblicher methodi- 
scher Bedeutung. Ihre Bearbeitung war aber erst méglich, als die trypanozide 
Wirksamkeit der Chinaalkaloide in vivo an der mit Trypanosomen infizierten 
Maus Anhaltspunkte fiir das Vorhandensein einer chemotherapeutischen 
Fahigkeit geliefert hatte und es vor allem gelungen war, durch die chemische 
Variation des Chinins zu — in vivo besseren Verbindungen zu gelangen. 
Solche Verbindungen stellen das Hydrochinin (Methylhydrocuprein) und 
dessen héheres Homologon, das Optochin (Athylhydrocuprein) dar [Morgen- 
roth und Halberstaedter*)*)). 

Vergleichende Versuche mit den eben genannten Kérpern, die 
noch erweitert wurden durch Heranziehung der héheren Homologen 
des Hydrocupreins, der Propyl-, Butyl- und Amylverbindung, die in 
der Chemotherapie bakterieller Infektionen spiter Bedeutung ge- 
wannen, lehrten die trypanozide Wirkung dieser Agenzien kennen, 
erlaubten aber auch die Lésung der Frage, inwieweit der Versuch 
in vitro mit dem — entscheidenden — Versuch am experimentell 
infizierten Tiere iibereinstimmt und ob die Ergebnisse beider Versuchs- 
anordnungen vergleichbar sind*). Schon die in solchen Versuchen 
ermittelten quantitativen Beziehungen konnten einen gewissen Einblick 
in das komplizierte Gefiige des Wirkungsmechanismus gewahren. Zur 
Abgrenzung der spezifisch-chemotherapeutischen Wirkung von all- 
gemeiner Giftwirkung reichten diese Versuche nicht aus. Wir wahlten, 
um diese letztere zu studieren, als Versuchsobjekt Kaulquappen, ein 
Modell, das geeignet ist, Gifte in vitro auf einen gréBeren Organismus 
einwirken zu lassen. In diesem Falle war der Einwirkungsmodus der 
gepriiften Agenzien den Bedingungen des trypanozidea Reagenzglas- 
versuchs zumindest angenahert. 


Versuchstechnik. 
A. Reagenzglasversuch' mit Trypanosomen. 


Je 0,5 cem abgestufter Verdiinnungen des Chinins bzw. Hydrochinins 
oder seiner Derivate in 0,85proz. NaCl-Lésung werden im Blockschalchen 
mit 0,5 ccm sterilen Pferdeserums gemischt. Eine stark mit Trypanosomen 
(Stamm: Nagana Prowazek) infizierte Maus wird entblutet, das Blut in 
steriler Kochsalzlésung aufgefangen und 0,5 ccm dieser Aufschwemmung, 
die reichlich Trypanosomen enthalt, dem Alkaloidserumgemisch zugesetzt. 
Die Kontrolle enthélt nur das Kochsalzlésung-Serumgemisch. j 


1) Morgenroth und Halberstaedter, Sitzungsber. d. preu®B. Akad. d. 
Wissenschaften 2, 30, 1911. 

2) Dieselben, Berl. klin. Wochenschr. 1911, Nr. 34. 

8) Uber diese Frage in chemotherapeutischen Versuchen an Bakterien 
(Streptokokken, Staphylokokken) vgl. Morgenroth, Schnitzer und Rosen- 


Deutsch. Zeitschr. f. Chirurg. 177, 325, 1923; Deutsch. med. Wochenschr. 
1924, Nr. 5; Amster und Rother, Zeitschr. f. Hyg. u. Infektionskrankh. 102, 
372, 1924. 

30* 
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Zu verschiedenen Zeitpunkten, sofort (<.5 Minuten), 30 Minuten, 
1, 2, 4 Stunden werden die bei 20° gehaltenen Proben mikroskopisch im 
frischen Praparat untersucht und gleichzeitig 0,3 cem der Gemische intra- 
peritoneal auf weiBe Mause verimpft. Diese werden in den nachsten Tagen 
in iiblicher Weise (Untersuchung des Schwanzblutes) kontrolliert; Mause, 
die keine Trypanosomen zeigten, wurden meist bis zum 30. bis 60. Tage 
beobachtet. 


B. Versuche mit Kaulquappen. 


Die Kaulquappen (von Rana temporaria, 20 bis 26 mm lang) wurden 
in groBen Glasern in ungefahr 5 Liter Leitungswasser gehalten, in dem die 
Alkaloide in abgestuften Konzentrationen gelést waren. Jeder unter. 
suchten Alkaloidverdiinnung wurden 20 bis 25 Kaulquappen ausgesetzt. 
Die gleiche Zahl Kontrolltiere wurde in reinem Leitungswasser gehalten. 
Die Tiere wurden, soweit sie iiberlebten, mehrere Tage beobachtet (Be- 
weglichkeit, Reaktion auf Beriihrungsreize usw.). Gelihmte Tiere wurden 
aus dem alkaloidhaltigen Wasser in reines Wasser gebracht, zur Fest- 
stellung der Reversibilitét der Alkaloidwirkung. 


1. Reagenzglasversuche mit Chinin, Hydrochinin und Optochin 
an Trypanosomen. 


Das von Morgenroth und Halberstaedter (1. c.) in extenso angefiihrte 
Beispiel der Reagenzglaswirkung des Chinins auf Trypanosomen zeigte, 
daB selbst schwache Konzentrationen des salzsauren Chinins (0,19: 100) 
die Beweglichkeit der Trypanosomen nach sehr kurzer Zeit (< 5’) lahmen. 
Nach 1 Stunde war noch die Verdiinnung 0,094: 100 wirksam. Eine Ab- 


tétung der Trypanosomen wurde nur durch langere Einwirkung (1 Stunde) 
und starkere Konzentrationen (0,38: 100) erzielt. 


Dieses Ergebnis erginzen unsere neuen Untersuchungen, von 
denen hier das Beispiel eines vergleichenden Versuches mit salzsauren 
Salzen von Chinin, Hydrochinin und Optochin mitgeteilt sei. (Tabelle 1). 


Die Ubersicht zeigt zunichst, daB bei der hier gewahlten Versuchs- 
anordnung noch relativ sehr schwache Konzentrationen des Chinins 
bei zweistiindiger Einwirkung die Trypanosomen abtiten. So wurde 
durch Chinin 1: 2000 das Angehen der Trypanosomen im Mause- 
organismus aufgehoben, wahrend 1 : 4000 zwar die Beweglichkeit der 
Parasiten aufhob, ihre Infektionstiichtigkeit aber nur unwesentlich 
beeintrichtigte. Dies iuBert sich in einer Verlingerung der Inkubation 
um 2 Tage gegeniiber der Kontrolle. 

Der Versuch mit Hydrochinin bietet eine auffallende Erscheinung 
insofern, als die Wirkung des Alkaloids, sowohl was die Aufhebung der 
Beweglichkeit, die morphologische Verinderung als auch die Infektions- 
fihigkeit anlangt, geringer ist als diejenige des Chinins. Die Ver- 
diinnung 1: 1000 tétet zwar noch in vitro binnen 2 Stunden die Try- 
panosomen ab, 1: 2000 hebt nur die Beweglichkeit auf, 1 : 4000 lat 
gar keine Wirkung mehr erkennen. 
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Tabelle I. 


Vergleichender Reagenzglasversuch mit Chinin hydrochloric., Hydrochinin 
hydrochloric., Optochin hydrochloric. an Trypanosomen (Nagana Prowazek). 





| Verhalten in vitro |\in der infiz. Maus 





. Konzen- } 
Substanz trationen bi. ~~ —— bzw. 
wirkung Detormierung gehens | Todes 


T des | Tag Bemerkungen 
ne des 


Chinin-|| 1: 1000 | unbeweglich 
deformiert 
- 12. Tag trypanosomenfrei 
unbeweglich 
deformiert 
- 12. Tag ¢ ohne Trypanosom. 
|lebhaft beweg]. ‘ 
unbeweglich 


1; 10000 lebhaft bewegl. 
beweglich 
\| |? ” | n 
|Kontrolle| < 5’ | lebhaft bewegl. 
| | 4 Std.| beweglich 
i} | ” , 


Hydro-| 1: 1000 <8’ unbeweglich 
chinin- | 1 Std.| deformrert 
HCl - B. 13. Tag trypanosomenfrei 
1:2000 | < 5’ triage beweglich 
1 Std. unbeweglich 
2 » 
< 5’ beweglich 
1 Std. ” 
2 


| 


| 1;10000) < 5’ . 
1 Std. “ 
2, " 
Kontrolle, < 5’ | lebhaft bewegl. 
1 Std. ” 


” ” 


= 1:1000 < 5’ | unbeweglich 
chin- 1Std., deformiert 
HC! pe i 
1:2000 | <5’ unbeweglich | 
1 Std.| deformiert 
2 » | ~ 
1:4000 | <5’ | trage beweglich 
'1Std.' unbeweglich 
se ° 13. Tag trypanosomenfrei 
| 1:10000 <8 | beweglich 
1 Std. | a 
i 2 . | triage beweglich 
Kontrolle| < 5’ beweglich 
1 Std. a 
3 " 


13. Tag trypanosomentrei 


13. Tag trypanosomentfrei 
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Dagegen zeigt das Optochin eine verstarkte Wirkung, die diejeniy: 
des Chinins um das Zweifache, die des Hydrochinins um das Vierfache 
tibertrifft. Hemmung der Beweglichkeit und Aufhebung der Infektiositat 
verlaufen in diesem Falle parallel. 

Das Optimum der trypanoziden Wirkung, das nach Morgenroths 
und Halberstaedters Tierversuchen beim Optochin liegt, kommt auch 
im Reagenzglas zum Ausdruck. Der Umstand aber, daB das Hydro. 
chinin, dessen héhere chemotherapeutische Wirkung im Trypanosomen- 
versuch feststeht und auch bei der Therapie der menschlichen Malaria 
praktisch sich auswirkte, in vitro deutlich eine minder starke Try- 
panozidie entfaltet, lieB es notwendig erscheinen, schon aus methodischen 
Griinden durch vielfache Wiederholung der Versuche die Ergebnisse 
des eben mitgeteilten Experiments sicherzustellen. 

Im folgenden sind alle Versuche mit Chinin, Hydrochinin und 
Optochin in tabellarischen Ubersichten zusammengefaBt. 


Tabelle I]. 


Wirkung von Chinin-HCl auf Trypanosomen in vitro. 





oe Abtétende 
"a oe watt Konzentration Bemerkungen 
° (Miause versuch) 


200 — 

1000 - 

1000 Angehen der Infektion 4 Tage verzdgert 
1000 ‘ ‘ : es ‘ 
1000 ‘ 5 ‘ 4, * 


2a | <5 Min. 1: 
& 

1: 

1: 

1: 

1: 1000 

1: 

1: 

- 

1: 

1: 


2b 1 Std. 


2000 
4000 
1000 | ~- 
10000 || — 

Es ist ohne weiteres zu ersehen, daB die trypanozide Reagenzglas- 
wirkung des Chinins — was auch der nicht sehr erheblichen Schutzwirkung 
an der mit Trypanosomen infizierten Maus entspricht nicht sehr hoch 
und auch nicht ganz regelmaéBig ist. Nach sehr kurzer Einwirkung wirkt 
nur die Verdiinnung | : 200, nach 2 Stunden ist 1 : 1000 nicht in allen Fallen 
wirksam. Obgleich (Versuch 2) schon nach einer Stunde einmal mit dieser 
Konzentration eine Abtétung erzielt wird, so ist doch in drei Versuchen 
(1, 7, 8) nach 2 Stunden nur die Verlingerung der Inkubation, d. h. eine 
gewisse Proliferationshemmung zu verzeichnen. In den anderen Versuchen 
mit gleicher Einwirkungsdauer reichen Konzentrationen von 1: 1000, 
1: 2000, 1: 4000 zur Abtétung aus. Bei: Verlangerung der Einwirkungszeit 
auf 4 Stunden erhalt man die gleichen Werte; nur in einem Falle werden 
dureh die Konzentration 1: 10000 die Trypanosomen abgetétet. 


Die Versuche mit Hydrochinin, die in Tabelle III aufgezeichnet 
sind, zeigen ein ahnliches Bild. 
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Tabelle I11. 


Wirkung von Hydrochinin-HCl auf Trypanosomen in vitro. 





Abtotende 
Konzentration Bemerkungen 


Versuch Einwirkungs- 
N (Mauseversuch) 


Nr. dauer 


DM 
ee 


200 
400 


9a 


/ 


~~ hm HOD bono hobo hobo OF 


400 
1000 | 
1000 Angehen der Infektion um 4 Tage verzdgert 


l: 
1: 
as 
1; 
1; 
1: 1000 
1: 1000 
1: 1000 
1: 1000 
1: 1000 
1; 
1: 
i 


1000 
2000 
2000 


ee ee ee ee ee ee 


s 


3 
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Einer geringen Wirksamkeit bei kurzfristiger Einwirkung (Versuch 9) 
entspricht ein allgemein gegeniiber dem Chinin erniedrigtes Niveau auch bei 
langer dauernder Behandlung der Trypanosomen mit Hydrochinin. In 
vier Versuchen ist die Konzentration 1: 1000 nicht mehr wirksam (Ver- 
such 10, 1, 7, 3) und fiihrt nur zu der Verlangerung der Inkubation um 
4Tage. In den iibrigen Fallen zweistiindiger Einwirkung ist 1: 1000 die 
gerade noch trypanozide Grenzverdiinnung, bei langerer Einwirkung 
(4 Stunden) tritt, aber auch nicht in allen Fallen, eine Verbesserung der 
Wirkung ein, die sich in einem Anstieg auf die abtétende Konzentration 
1: 2000 darstellt. 


Das Verhalten des Chinins und Hydrochinins gegeniiber Try- 
panosomen in vitro laBt sich nach den bisherigen Versuchen dahin 
charakterisieren, daB es sich um relativ schwach trypanozide Ver- 
bindungen handelt, deren nur unvollkommene Wirksamkeit sich auch in 
Schwankungen der wirksamen Konzentrationen dufert. Demgegeniiber 
ist das Optochin in seiner Wirkung recht konstant. 


Tabelle IV. 
Wirkung von Optochin-HCl auf Trypanesomen in vitro. 





| 


Abtétende 
Konzentration 
(Mauseversuch) 


Abtotende 
Konzentration Nr. 
(Mauseversuch) 


Einwirkungs- 


Versuch Einwirkungs- , 
auer 


Nr | dauer 


l2a <5 Min. 1: 1000 6 | Std. 1: 4000 
12b 1 Std. 1: 1000 5 | “ 1: 10000 
14 oe: « 1 ; 2000 5 1: 10000 
3 Fas 1 : 4000 


Wie die Ubersicht (Tabelle IV) zeigt, tétet Optochin in vitro bereits 
nach < 5 Minuten die Trypanosomen in der Konzentration 1: 1000 ab, 
ein Wert, der fiinfmal besser ist als der des Chinins und Hydrochinins. Bei 
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zweistiindiger Einwirkung sind die Verdiinnungen 1: 2000 (Versuch 14), 
1: 4000 (Versuch 3 und 6) und 1: 10000 trypanozid; ob nach 4 Stunden 
noch schwichere Konzentrationen als 1: 10000 wirksam sein kénnen, 
wurde nicht ermittelt. 

Es geht aus diesen Versuchen hervor, daB Optochin nicht nur 
regelmaBiger, sondern auch in stairkerer Verdiinnung Trypanosomen 
in vitro abtétet, ein Ergebnis, das mit dem Tierversuch in vollem 
Einklang steht. Daraus kann aber nicht ohne weiteres auf eine rege|- 
ma&Bige Parallelitat beider Versuchsanordnungen oder gar auf einen 
gleichen Wirkungsmechanismus der Agenzien in vitro und in vivo 
geschlossen werden. Vor allem steht einem solchen SchluB das Ver. 
halten des Hydrochinins entgegen, dessen Wirksamkeitsniveau in vitro 
deutlich niedriger als das des Chinins ist, wihrend es in vivo héher liegt 
Wahrscheinlich bestehen hier ahnliche Verhiltnisse, wie sie spiter 
Schnitzer und Rosenberg (|. c.) bei der spezifischen Wirkung der Akridin- 
derivate auf hamolytische Streptokokken gezeigt haben. Stirkere 
Divergenzen zwischen der Wirkung in vitro und in vivo kommen vor 
allem bei nicht optimalen Verbindungen zum Ausdruck, wihrend die 
hochwertigen Agenzien eine weitgehende Ubereinstimmung der Wirkung 
im Reagenzglas- und Tierversuch aufweisen. Speziell beim Hydro- 
chinin und seinen Beziehungen zur Wirkung des Chinins ist die Divergenz 
vielleicht darin begriindet, daB bei beiden Alkaloiden die spezifisch- 
chemotherapeutische Wirkung in vitro von einer unspezifischen all- 
gemeinen Giftwirkung tiberlagert wird, die beim Chinin in vitro als 
Verbesserung der Wirkung hervortritt, in vivo dagegen in einer Wirkungs- 
beeintrachtigung zum Ausdruck kommt. Beim Optochin tiberwiegt 
die starke spozifische trypanozide. Fahigkeit auch in vitro die Proto- 
plasmagiftigkeit. Auf diese Fragen wird spiter noch in Vergleich mit 
den Toxizitaétsversuchen an Kaulquappen naher einzugehen sein. Thre 
vorliufige Erérterung erscheint zum Verstindnis der im folgenden zu 
schildernden Versuche mit weiteren Chininalkaloiden notwendig. 


2. Reagenzglasversuche mit Isopropyl-, Isobutyl- und 
Isoamylhydrocuprein an Trypanosomen. 


Morgenroth') hat in den tierexperimentellen Studién an der trypano- 
someninfizierten Maus die optimale Stellung des Optochins innerhalb der 
homologen Reihe des Hydrocupreins aufgefunden. Der Athylrest des 
Chinolinkerns ist eines der wichtigsten konstitutiven Merkmale dieser 
Wirkung. Der Tierversuch lehrt, da8 schon bei der Propylverbindung des 
Hydrocupreins diese Wirkung nur angedeutet ist, die der Butyl- und Amy!- 
verbindung bereits vollkommen fehit. 


Der Reagenzglasversuch bietet entsprechende Ergebnisse, die in 
der Tabelle V zusammengefaBt sind. 


1) Morgenroth, Berl. klin. Wochenschr. 1917, Nr. 3. 
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Tabelle V. 


Wirkung der salzsauren Salze des i-Propylhydrocupreins, i-Butylhydro- 
cupreins und i-Amylhydrocupreins auf Trypanosomen in vitro. 





: —_ Abtétende 
Versuch | Substanz Einwirkungs- Konzentration | Bemerkungen 
a dever | (Mauseversuch) | 


: 1000 1: 2000 verzégert die In+ 
fektion um 23 Tage 
: 2000 


: 2000 
: 1000 
: 1000 
: 1000 
: 2000 
: 1000 
: 1000 


i-Propylhydro- < 5 Min. 
cuprein 1 Std 


i-Butylhydro- 
cuprein 

i-Amylhydro- 
cuprein 


an ee ee | 


Die Ubersicht 1i8t erkennen, da8 das i-Propylhydrocuprein eine recht 
regelmaBige Wirkung auf Trypanosomen in vitro entfaltet. Die Abtétung 
geht relativ schnell vor sich, 1: 1000 wirkt bereits in < 5 Minuten, aber 
auch nach ein- und zweistiindiger Einwirkung werden nicht wesentlich 
héhere Werte erreicht. In zwei Versuchen erwies sich 1 : 2000 als wirksam. 
Zu ganz ahnlichen Ergebnissen fiihrten die Versuche mit dem i-Butyl- 
hydrocuprein, waihrend beim i-Amylhydrocuprein bei zweistiindiger Ein- 
wirkung nur die Konzentration 1: 1000 wirksam war. 

Von einem Ansteigen der chemotherapeutischen Wirksamkeit 
innerhalb der homologen Reihe mit scharf ausgeprigten Optima, wie 
wir sie aus den Versuchen mit Bakterien kennen, ist hier nicht die 
Rede. Die einzige Elevation der Wirkung ist. beim Optochin vorhanden. 
Uberblicken wir kurz die Ergebnisse der bisherigen Versuche, indem 
wir vor allem die Mittelwerte betrachten, die bei zweistiindiger Ein- 
wirkung der Agenzien als abtétende Konzentrationen ermittelt wurden, 
so erhalt man folgende Reihe: Chinin 1: 1500, Hydrochinin | : 800, 
Optochin 1: 5000, i-Propylhydrocuprein 1: 1400, i-Butylhydrocuprein 
1: 1500, i-Amylhydrocuprein 1 : 1000. 

Ganz besondere Verhiltnisse zeigte die Untersuchung der durch 
intramolekulare Umlagerung gebildeten Toxine der Chinaalkaloide, 
von denen das Chinotoxin und das Hydrochinotoxin naher untersucht 
wurden. 


3. Reagenzglasversuche mit Chinotoxin und Hydrochinotoxin 
an Trypanosomen. 


DaB im Gegensatz zu dem Verhalten bei bakteriellen Krankheits- 
erregern, z. B. Pneumokokken, die trypanozide Wirkung der China- 
toxine erhalten bleiben kann, darf als bekannt vorausgesetzt werden. 
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Es geniigt der Hinweis auf die unter Morgenroths Leitung angestellte,, 
Versuche von J.Cohn'), die nachgewiesen hat, daB dem Hydrochinicin, 
d. h. dem Toxin des Hydrochinins, eine gegeniiber dem Stammalkaloid 
verstirkte Trypanozidie in vivo zukommt. Dies zeigte sich nicht nur in 
Versuchen, in denen Hydrochinin und Hydrochinotoxin in unwirksamer 
Dosis kombiniert wurden, sondern auch darin, daB man mit der Halfte der 
Dosis, die beim Hydrochinin bereits unsicher wirkt, noch die Trypanosomen 
zum Verschwinden bringen kann. 


Die Reagenzglasversuche mit dem Toxin, die in Tabelle VI dar. 
gestellt sind, scheinen auf den ersten Blick dieses tierexperimentelle 
Ergebnis zu_ bestitigen. 


Tabelle V1. 
Wirkung der salzsauren Salze des Chinotoxins und Hydrochinotoxins 
auf Trypanosomen in vitro. 





Abtétende 
Konzentration Bemerkungen 
(Mauseversuch) 


Versuch . Einwirkungs- 
Nr. Substanz } dower 


18 Chinotoxin HCl 2 Std. > 


: 1000 | 

: 2000) Inkubation um 6 Tage ver. 
: 4000) | 
: 1000. Inkubation um 10 Tage ver. 


langert 
2000) inkubetion um 6 Tage ver- 
angert 


langert 


lan, 


Hydrochinotoxin 


Man sieht, daB das Chinotoxin eine recht unregelmabige, gelegent - 
lich schlechte (Versuche 18 und 8), ein andermal wieder eine gute 
Wirkung haben kann (Versuch 7). In denjenigen Fallen, in denen. die 
Konzentration 1: 1000 versagte, wurde zum mindesten durch diese 
Verdiinnung sowie die schwachere (1 : 2000, 1: 4000) die Inkubation 
auf 6 bis 10 Tage verlingert. Das Bild der Wirksamkeit entspricht 
annihernd dem des Chinins. Beim H ydrochinotoxin werden ganz extrem 
hohe Werte erreicht, die selbst beim Optochin nur selten verzeichnet 
wurden. Die abtétende Konzentration des Hydrochinotoxins bei 
zweistiindiger Einwirkung ist regelmaiBig = 1: 10000. Dies bedeutet 
einen, im Vergleich zu dem Ergebnis des Tierversuchs, iiberraschenden 
Effekt. Es erscheint nicht angingig, hier auf eine Parallelitat der 
Vorgange in vivo und in vitro zu schlieBen, da die quantitativen 
Unterschiede zwischen der Wirkung des Hydrochinins und seines Toxins 
in vivo ganz andere und viel geringfiigigere sind als der gewaltige 


1) J. Cohn, Zeitschr. f. Immunitatsforsch. 18, 570, 1913. 
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Sprung, der in der Reagenzglaswirkung beim Ubergang vom Hydro- 
chinin zum Hydrochinicin zu verzeichnen ist. Denn in vivo ist, soweit 
sich die Versuchsergebnisse bei diesen relativ schwach wirksamen 
Mitteln tiberhaupt quantitativ vergleichen lassen, das Hydrochinotoxin 
cweimal besser als das Stammalkaloid. Der Reagenzglasversuch abt 
aber eine Wirkungsverbesserung um mehr als das Zehnfache erkennen. 
Zur Analyse solcher Erscheinungen, auf die schon bei dem vorher- 
gehenden Versuch hingewiesen wurde, dienen die im folgenden zu 
schildernden Toxizitatsversuche, die wir an Kaulquappen angestellt 
haben. 
Toxizititsversuche an Kaulquappen. 


Verbringt man, wie es oben naher geschildert ist, Kaulquappen von 
Rana temporaria in Wasser mit entsprechenden Zusaétzen von Chinaalkaloiden, 
so zeigen sich sehr schnell schon, abhingig von der vorhandenen Konzen- 
tration des Giftes, Verinderungen vor allem in der Verteilung der Tiere 
in den Trégen und der Beweglichkeit. Starke Konzentrationen des Chinins 
sowohl wie der iibrigen gepriiften Alkaloide fiihren binnen weniger Minuten 
eine Lahmung der Tiere herbei, die bewegungslos zu Boden sinken. Dort 
kénnen sie eine Zeitlang noch auf Beriihrungsreize mit reaktiven Bewe- 
gungen ansprechen, nach kurzer Zeit aber antworten sie nicht mehr und 
sind beim Verbringen in alkaloidfreies Wasser nicht wieder zum Leben zu 
erwecken. Bei schwiacheren Konzentrationen der Alkaloide, die nicht in 
den ersten Minuten tédlich wirken, ist der ganze ProzeB des Absterbens 
iiber einen lingeren Zeitraum hinausgeschoben. Ein Teil der Tiere, die 
augenscheinlich keine ganz einheitliche Empfindlichkeit gegeniiber den 
Giften besitzen, sinken gleichfalls zu Boden, reagieren aber eine Zeitlang 
noch auf Beriihrungsreize. Andere Individuen wieder halten sich vornehm- 
lich an der Oberflache auf und zeigen spontan wie auf Beriihrungsreize sehr 
lebhafte, oft krampfhafte Bewegungen. Nach Ablauf verschieden langer, 
von der angewandten Konzentration abhangiger Zeit, erliegen schlieBlich 
alle Versuchstiere der Einwirkung der Alkaloide, jedoch so, daB8 immer 
ein mehr oder minder hoher Prozentsatz von Tieren sehr spat stirbt. Gelangt 
man zu den schwachen Grenzkonzentrationen, so tiberleben die meisten 
der Versuchstiere, und es lassen sich auch Konzentrationen finden, in denen 
man, wie in den Kontrollen beliebig lange die Kaulquappen am Leben 
halten kann. 

Die Tabelle VII zeigt die Wirkung von Chinin, Hydrochinin und Optochin 
hydrochloric. in mittlerer bis schwacher Konzentration auf die Kaulquappen 
in einem gleichzeitigen Versuch. 


Tabelle VII zeigt, daB innerhalb der ersten 7 Stunden die Giftigkeit 
von Chinin, Hydrochinin und Optochin fiir Kaulquappen ungefahr die 
gleiche ist. Eine gewisse Erhéhung der Giftigkeit scheint beim Optochin 
vorzuliegen, da hier die Konzentration 1: 10000 binnen 48 Stunden 
alle Tiere getétet hat und 1 : 20000 beim Hydrochinin sowohl wie beim 
Optochin schlieBlich auch binnen 16 bis 10 Tagen tétete. Wie dieser 
Spattod der Tiere toxikologisch zu beurteilen ist, ist nicht klar zu 
entscheiden. 
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Nicht immer fallen die Versuche durchaus gleichmiBig aus. 
Individuelle Unterschiede der Tiere sind wohl in starkem MaBe vor- 
handen, insbesondere kann, wenn man den Tod aller Versuchstiere als 
Toxizitétsgrenze wahlt, das Ergebnis bei Wiederholung der Versuche 
oft in weiteren Grenzen schwanken. In den folgenden Tabellen VIII, 
IX und X sind die Ergebnisse aller Toxizitatsversuche mit den China- 
alkaloiden zusammengefaBt, und zwar ist hier der Tod aller Tiere 
der Beurteilung zugrunde gelegt. Dies erforderte, daB man die 
in den ersten Kolumnen aufgefiihrten Zeitabschnitte etwas groB 
wahlen muBte. 


Tabelle VIII. 


Wirkung der salzsauren Salze des Chinins, Hydrochinins und Optochins 
auf Kaulquappen. 





Toxische Konzentration von 





Einwirkungszeit OR ee eI ae eR a ~~ sae 
Chinin-H CI Hydrochinin-H Cl Optochin-H Cl 
10—30 Min. : 200—400 — -- 

30 Min.—3 Stdn. : 1000 1: 1000 1: 1000 
3— 7 Stdn. : 2000 1; 2000 1; 2000 
724 , : 4000 1: 4000 1 : 4000—10000 

bis zum 5. Tag : 10000 =~ 1 ; 20000 

te Mies : 10000 a 1 : 20000 
ty “abs on 1: 20000 
* -~ a o _ “= 


Dosis tolerata : 20000 : 20000 1: 20000 


Tabelle 1X. 


Wirkung der salzsauren Salze des i-Propyl-, i-Butyl-, und i-Amylhydro- 
cupreins auf Kaulquappen. 





Toxische Konzentrationen von 

Einwirkungszeit r - — 
isPropylhydrocuprein isButylhydrocuprein isAmylbydrocuprein 

1: 1000 — 1: 1000 
— 1: 4000 1 : 2000—10000 

1: 2000— 4000 1 : 10000—20000 _— 
1 : 10000—20000 -- 1: 20000 
wis -_- 1: 40000 





Dosis tolerata nicht erreicht nicht erveicht 1: 100000 
| die meisten Tiere iberiebten 
1 : 200000 


alle Tiere iiberlebten 


Die Ubersicht zeigt, daB innerhalb der ersten 7 Stunden kein 
deutlicher Unterschied in der Giftigkeit des Chinins, Hydrochinins und 
Optochins zu bemerken ist. Nach 24 Stunden wirkt, wie der oben 
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mitgeteilte Versuch auch zeigt (Tabelle VII), noch die Konzentraticy 
1: 10000 vom Optochin und | : 20000 fiihrt noch zum Spittod binnen 
12 Tagen. Die Dosis tolerata ist fiir das Chinin 1 : 20000, Hydrochinin 
1: 20000, beim Optochin < 1 : 20000. 

Die Untersuchung der i-Propyl, i-Butyl- und i-Amylverbindung 
des Hydrocupreins (Tabelle IX) zeigt ein deutliches Ansteigen der 
toxischen Wirkung in der homologen Reihe. Wihrend die Propylver- 
bindung in 3 Stunden bereits in der Konzentration 1: 4000 und in 
24 Stunden in der Konzentration 1 : 20000 toxisch wirkt, ist die Buty!- 
verbindung in der Verdiinnung | : 20000 bereits nach 3 Stunden toxisch. 
i-Amylhydrocuprein tétet innerhalb 2 Stunden schon in der Kon. 
zentration 1: 10000, in 24 Stunden wirkt 1: 20000; 1:40000 tétet 
innerhalb 5 Tagen. Die Dosis tolerata fiir diese letzte Verbindung — 
bei der Propyl- und Butylverbindung konnte diese aus iuBeren Griinden 
nicht mehr ermittelt werden — betrigt 1 : 100000 bis 1: 200000. Eine 
noch héhere Toxizitait besitzen die Toxine der Chinaalkaloide, die in 
diesem Falle ihren Namen wirklich verdienen, wihrend ihre Giftigkeit 
fiir Warmbliiter diejenige der Stammalkaloide nicht wesentlich iiber- 
trifft (Morgenroth, |. ¢.). 


Tabelle X. 


Wirkung der salzsauren Salze des Chinotoxins, Hydrochinotoxins und 
i-Amylhydrocupreinotoxins auf Kaulquappen. 





Toxische Konzentration von 


Einwirkungszeit we 
Chinotoxin HCl 


z , TE ee <7 - i+Amythydrocupreintoxin 
Hydrochinotoxin HCl HCl 


10—30 Min. 1 : 1000—2000 1; 1000 1 ; 1000—20 000 
—60 , a 1 : 2000-4000 (meist +) — 
—24 Std. 1: 10000—20 000 1: 10000—20000 1: 100 000—200 000 
1 ; 100 000 (meist fT) 
—3. Tag i: 100000 1 : 200 000 (meist Tt)! ' -= 


Dosis tolerata, < 1: 100000 <1:200000 1: 400 000—1 : 1000000 


(Grenze nicht erreicht) (Grenze nicht erreicht) 


Aus Tabelle X ergibt sich, daB das Chinotoxin ebenso wie das 
Hydrochinotoxin und in ganz besonderem Mae das i-Amylhydro- 
cupreinotoxin von auBerordentlich hoher Giftigkeit fiir Kaulquappen 
sind. Mit 1 : 100000 und 1 : 200000 wurde beim Chinotoxin und Hydro- 
chinotoxin die Dosis tolerata noch nicht erreicht. Das Toxin des i-Amyl- 
hydrocupreins tétet in dieser Konzentration sogar binnen 24 Stunden, 
und erst Verdiinnungen von | : 400000 bis 1: 1000000 werden ver- 
tragen. 
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Es wurde eingangs erértert, dab die spezifisch-chemotherapeutische 
Wirkung der Chinaalkaloide gegeniiber Trypanosomen in vitro deshalb 
schwierig zu beurteilen sei, weil eine Uberlagerung dieser Wirksamkeit 
durch die allgemeine Giftigkeit die Beurteilung erschweren oder un- 
méglich machen kann. Diese Verhiltnisse werden deutlich bei einer 
Gegentiberstellung der abtétenden Konzentrationen der gepriiften 
Alkaloide fiir Trypanosomen einerseits, Kaulquappen andererseits. 

In Tabelle XIa sind die in unseren Versuchen ermittelten Werte ein- 
ander gegeniibergestellt, und zwar haben wir fiir Trypanosomen die Ein- 
wirkungszeit von 2 und 4 Stunden, fiir Kaulquappen diejenige von 24 Stun- 
den gewahlt, weil fiir diese Zeitabschnitte das meiste Beobachtungsmaterial 
vorlag. 


Tabelle Xla. 


Vergleichende Ubersicht der abtétenden Konzentrationen der Chinaalkaloide 
auf Trypanosomen in vitro und der toxischen Konzentration fiir Kaulquappen 
(Mittelwerte). 





Abtétende Konzentration fiir Abtétende i 
rypanosomen zentration fiir ; 
Substanz _—_ Kaulquappen Quotient 


2 Stunden 4 Stunden f 24 Stunden 





Chinin HCl 1: 1500 1: 4000 1 : 4000 1/, 

Hydrochinin HCl. . 1: 800 1: 1500 1 ; 4000 ‘| 1/, 

Optochin HC] ... 1: 5000 1: 10000 ~— 1: 4000—10000 I 

i-Propylhydrocuprein 
HCl 


— 1: 20000)  < "yy 
<1: 20000 


= | 1: 20 000 "90 


Chinotoxin : : 2000 > 1: 20000 < "Vue 
Hydrochinotoxin HCl : :10000 | 1: 100000 < "Vy 


Die Ubersicht zeigt ganz deutlich innerhalb der homologen Reihe 
des Hydrochinins die singuldre Elevation des Optochins zu starker try- 
panozider Wirkung. Das Anwachsen der Giftigkeit ist bei den ersten 
drei Verbindungen noch geringfiigig und erst bei der Propylverbindung 
werden deutlich héhere Werte (1: 20000) erreicht, wihrend die try- 
panozide Wirksamkeit wie beim Chinin innerhalb der Konzentration 
1: 1000 bis 1 : 2000 liegt. Von den beiden gepriiften Toxinen zeigt das 
Chinotoxin gegeniiber Trypanosomen ein ungefihr dem Chinin ent- 
sprechendes Verhalten, wahrend seine Giftigkeit fiir Kaulquappen 
wesentlich gréBer ist. Das Hydrochinotoxin, dessen auffallend hohe 
Trypanozidie im ersten Abschnitt bereits erwihnt war, besitzt auch 
eine wesentlich héhere allgemeine Giftigkeit. Dasselbe Bild gibt die 
Gegeniiberstellung der Dosis tolerata der einzelnen Verbindungen fiir 
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Trypanosomen und Kaulquappen, d.h. diejenigen Konzentratione), 
in denen sich Trypanosomen bzw. Kaulquappen wie die Kontrollen 
verhalten. (Tabelle XIb). 


Tabelle XIb. 





Dosis tolerata fiir Trypanosomen De Dosis tolerata 
Substanz | fur Kaulquappen Quotient 
nech 2 Stunden nach 4 Stunden i nach s—10 Tagen 





Chinin HCl 1: 3000 =. 1: 8000 1: . 20 000 i ™* 
Hydrochinin HCl. . 1: 1800 1:3000 1 : 10000—20000, etwa , 
Optochin HC] .. . 1: 10000 1 ; 20 000 
i ropylhydrocuprein 
HCl 1: 3000 < 1: 20000 
i-Butylhydrocuprein 
HCl 


: 3000 < 1: 20000 
i-Amylhydrocuprein 
HCl 1: 2000 1: 100000-200000 


Chinotoxin HC1 1: 4000 < 1: 100000 5 
Hydrochinotoxin HCl <1: 10000 <1:200000 — etwa '',, 


Betrachten wir die Ergebnisse, die in dieser Zusammenfassung 
vorliegen, so zeigt sich fiir die Mehrzahl der Verbindungen eine deutliche 
Unabhiangigkeit von trypanozider Wirkung und allgemeiner Gift- 
wirkung. Diese aiuBert sich sowohl darin, daB Verbindungen von 
gréBerer Giftigkeit wie die héheren Homologen des Hydrochinins von 
der Propylverbindung aufwirts eine nur schwache Trypanozidie 
besitzen, andererseits darin, daB die allgemeine Giftigkeit einer Ver- 
bindung wie des gut trypanoziden Optochins nicht wesentlich starker 
ist als die des minder wirksamen Chinins und Hydrochinins. Es erhebt 
sich nun die Frage, ob der groBen Zahl der in vitro schwach wirksamen 
Alkaloide in diesem Falle iiberhaupt eine spezifische Wirkung eigen 
ist. Diese Frage ist unbedingt fiir alle diejenigen Substanzen zu be- 
jahen, bei denen die trypanozide Wirkung im Verhaltnis zur allgemeinen 
Giftwirkung relativ hoch ist. Dies auBert sich in dem Quotienten: 
toxische Konzentration fiir Kaulquappen 
toxische Konzentration fiir Trypanosomen 
auch in vivo wirksamen Alkaloide Chinin, Hydrochinin und Optochin 
die Quotienten 1/, (bezogen auf Dosis tolerata 1/,), 1/5; ('/19), % (4). 
wihrend die schiecht trypanoziden, aber giftigeren Verbindungen wie 
die héheren Homologen des Hydrochinins sowie die Toxine Werte 
haben, die zwischen < 1/;9 bis 1/s9 (*/y99) liegen. Der Vergleich mit den 
Erfahrungen im Trypanosomenversuch an der Maus lehrt, daB die Ver- 
bindungen mit dem kleinen Quotienten, der unter !/,, liegt, keine merklich« 
Trypanozidie in vivo besitzen. Man muB bei diesen Verbindungen, 
denen man natiirlich ein geringes Ma8 spezifischer Wirkung nicht 
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unbedingt absprechen kann, daran denken, dab, wie es schon oben 
fir das Chinin angefiihrt wurde, eine Uberlagerung dieser Wirkung 
durch die relativ viel héhere unspezifische Giftwirkung stattfindet. 
Besonders deutlich wird dies bei dem Hydrochinotoxin, dem, wie 
schon erwaihnt, eine gewisse Trypanozidie in vivo zukommt, dessen 
teagenzglaswirkung auf Trypanosomen aber zum weitaus gréBten 
Teile der allgemeinen Giftigkeit zugeschrieben werden muB. 

Die Ergebnisse der Versuche lassen sich dahin zusammenfassen, 
daB die Wirkung der Chinaalkaloide auf Trypanosomen im Reagenzglas 
ein Optimum beim Optochin erreicht. Hier iiberwiegt die chemothera- 
peutische parasitozide Wirkung erheblich die allgemeine unspezifische 
Giftwirkung, welche beim Chinin, beim Hydrochinin, den héheren 
Homologen des Optochins und ganz besonders den Toxinen der Stamm- 
alkaloide die chemotherapeutische Wirkung in vitro mehr oder weniger 
stark iiberlagert. 

In methodischer Hinsicht zeigen die Versuche, daB es in einem 
gewissen Grade mdéglich ist, ein Bild von den therapeutischen Eigen- 
schaften neuer Verbindungen auch durch Versuche in vitro zu gewinnen. 
Die Deutung der mit dieser einfacheren Technik gewonnenen Ergebnisse 
ist aber nicht minder schwierig, oft sogar komplizierter als die Be- 
urteilung der Versuche in vivo. 


Zusammenfassung. 


1. Reagenzglasversuche an Trypanosomen mit den salzsauren 
Salzen des Chinins, Hydrochinins, Optochins und dessen héheren 
Homologen (Propyl-, Butyl-, Amylverbindungen) zeigen ein Optimum 
der Wirkung beim Optochin. Von den gleichfalls gepriiften Toxinen 
des Chinins und Hydrochinins zeigt das letztere eine tiberraschend 
hohe, das Optochin noch iibertreffende Wirksamkeit auf Trypanosomen, 

2. Der Vergleich der in vitro gewonnenen Werte mit der Wirksam- 
keit derselben Substanzen an der trypanosomenkranken Maus ergibt, 
daB zwar bei einigen Verbindungen (Chinin, Optochin) ein Parallelismus 
zwischen Wirkung in vitro und Wirkung in vivo vorhanden ist; andere 
Verbindungen sind in vivo besser als in vitro (Hydrochinin) oder in 
vitro ganz erheblich starker wirksam als in vivo (Hydrochinotoxin). 

3. Toxizitatsversuche an Kaulquappen lehren, daB keine absolute 
Parallelitat zwischen chemotherapeutischer Wirkung in vitro und 
allgemeiner Giftwirkung besteht. So ist das auf Trypanosomen in vitro 
gut wirksame Optochin nicht wesentlich giftiger als das schwach wirk- 
same Chinin und Hydrochinin, wihrend z. B. das auf Trypanosomen 
ganz schwach wirkende i-Amylhydrocuprein von hoher Giftigkeit ist. 
Die auffallende Reagenzglaswirkung des Hydrochinotoxins auf Try- 
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panosomen findet ihre Erklarung in der hohen allgemeinen Giftigkeit 
dieser Verbindung auf Kaulquappen. Die toxische Komponente iiber- 
jagert hier fast vollkommen die nur schwache spezifische Wirksamkeit. 


4. Die Methode des Reagenzglasversuchs an Trypanosomen bietet 
der Beurteilung chemotherapeutischer Wirkung gewisse Schwierig- 
keiten und erlaubt keineswegs ohne weiteres Riickschliisse auf die 
Wirksamkeit der Verbindungen in vivo. Nur der Vergleich mit dem 
Tierversuch und, wie die hier mitgeteilten Untersuchungen zeigen, 
quantitative Untersuchungen der allgemeinen Toxizitaét vermitteln 
Vorstellungen tiber Vorhandensein und AusmaB spezifischer, chemo- 
therapeutischer Potenzen. 
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Zur Kenntnis der Acetoinbildung bei der Vergirung 
von Zucker durch Hefe. 


Von 
L. Elion (Utrecht). 
(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biochemie in Berlin-Dahlem.) 


(Eingegangen am 17. Januar 1926.) 


Im Jahre 1923 haben C. Newberg und E. Reinfurth') gefunden, daB 
man die Produktion von Acetoin (Acetyl-methyl-carbinol) im Verlauf 
der gewéhnlichen alkoholischen Zuckerspaltung erzwingen kann. Der 
genannte Keton-alkohol der 4-Kohlenstoffreihe war als ein Stoff- 
wechselprodukt von Bakterien bekannt, jedoch bis dahin nie als ein 
Erzeugnis der Hefegiirung beobachtet. Die erwahnten beiden Autoren 
haben nun gezeigt, dafS man auf dem zur carboligatischen Synthese 
vet Phenyl-acetyl-carbinol beschrittenen Wege*) die Produktion des 
Methyl-acetyl-carbinols herbeifiihren kann. Im ersten Falle zieht 
zugefiigter Benzaldehyd den im Giérungsverlauf intermediir ent- 
stehenden Acetaldehyd an sich; im zweiten Falle wirkt hinzugegebener 
Acetaldehyd genau ebenso. Wenn es bei der normalen alkoholischen 
Garung nicht zu einer Bildung von Acetoin kommt, so liegt dies daran, 
daB die Korrelation der Oxydo-reduktionen beim desmolytischen 
Zuckerabbau eine vollkommene ist, d.h. das Dehydrierungsprodukt 
Acetaldehyd findet fiir gewéhnlich die fquivalente Menge labilen 
Wasserstoffes vor, um komplette Reduktion zum Athylalkohol zu 
erfahren. 

Diese Wechselbeziehung der synchronen Umsetzungen wird aber 
gestért, wenn aus irgend einem Grunde Acetaldehyd im UbermaB 
zugegen ist, sei es, da dieser im fertigen Zustande zugefiigt, oder, 
wie bei der Lufthefefabrikation, im natiirlichen Geschehen hervor- 
gebracht wird. Im letzten Falle wirkt der im Uberschu8 an- 
wesende Acetaldehyd nicht anders als eigens zugesetzter Aldehyd 
und geht demnach mit solchem Acetaldehyd, der auf dem regularen 


1) C. Neuberg und E. Reinjurth, diese Zeitschr. 148, 553, 1923. 
2) C. Neuberg und J. Hirsch, ebendaselbst 115, 282, 1921; C. Neuberg 
und H.Ohle, ebendaselbst 128, 610, 1922. 


31* 








472 L. Elion: 


Girungswege aus dem Zucker gebildet wird, die carboligatische Synthese 
ein'). Jenes zweite Acetaldehydmolekil, das — mit dem praformiertey 
Acetaldehyd in Reaktion tretend — desmolytischem Zuckerzerfa|! 
entstammt, kann auch eine andere Herkunft haben; so hat J. Hirsch?) 
beobachtet, daB bei der Vergirung von Brenztraubensiure neben 
Acetaldehyd auch Acetoin entsteht, indem sich carboxylatisch ab. 
gespalten gewesener Acetaldehyd mit dem aus dem Pyruvinat nach- 
gebildeten Acetaldehyd vereinigt. Dementsprechend laBt sich die 
Acetoinausbeute bei der Brenztraubensaurevergirung steigern, wenn 
man fertigen Acetaldehyd zur garenden Pyruvinatlésung fiigt*). 

In bezug auf die Bilanz bietet die Entstehung von Acetoin bei der 
Vergiirung von Brenztraubensiure und der analogen Vergarung von 
Oxalessigsiure*) keine Schwierigkeiten, denn formelgema8 tritt hier 
der Acetaldehyd mit einem Kérper der gleichen Oxydationsstufe 
(wiederum Acetaldehyd) zusammen, der potentiell in den Ausgangs- 
materialien, den Ketosiuren, als Verbindungen der gleichen Oxydations- 
stufe enthalten ist. 

Anders liegen die Verhiltnisse bei der Bildung von Acetoin, sobald 
dasselbe im Verlauf einer alkoholischen Zuckerspaltung erzeugt wird, 
denn ersichtlicherweise fixiert hier fertig zugefiigter oder sekundir 
entstandener Acetaldehyd das intermediire Oxydationsprodukt Acet- 
aldehyd und beraubt letzteren dadurch seiner Funktion als normalen 
Wasserstoffakzeptor. Es erhob sich nun die Frage, wie sich diese Zu- 
sammenhinge auswirken. Was wird aus dem ,,Garungswasserstoff“, der 
fiir gewohnlich zur Reduktion des Girungs-acetaldehyds dient ? Er ent- 
weicht nicht im freien Zustande, er muB sich in irgend einer Hydrierung 
geltend machen. DaB diese keineswegs in einer Reduktion des Acetoins 
selber besteht, geht daraus hervor, daB sich ja ganz bedeutende Mengen 
des Ketonalkohols Acetoin anhiufen. Nach den formalen Gleichungen : 

C,H,.0, = 2CO, + 2CH,.CHO + 2 H,, 
CH,.COH + COH.CH, = CH,.CO.CHOH.CHsg, 
CH,.CO.CHOH .CH, + H, =CH,.CHOH.CHOH.CH, 


miiBte aber der disponibel werdende Garungswasserstoff fiir eine voll- 
kommene Redukticn des Acetoins zum £, y-Butylenglykol mehr als 
ausreichend sein. Da, wie gesagt, sich Acetoin in groben Massen an- 
sammelt, kann dieser Mechanismus jedenfalls nicht der einzige in 
Betracht kommende sein. 


1) A. J. Kluyver, H. J. L. Donker und F. Visser ’t Hooft, diese Zeitschr. 
161, 361, 1925. 

®) I. Hirsch, ebendaselbst 131, 178, 1922. 

3) C. Neuberg und O. Rosenthal, Ber. 57, 1436, 1924. 

*) C. Neuberg und A. v. May, diese Zeitschr. 140, 299, 1923; C. Newberg 
und G@. Gorr, Ergebn. d. Physiolog. 24, 191, 1925. 
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Nun haben Newberg und Hirsch (|. c.) bereits bemerkt, daB in den 
Acyloinbildungen ein Verfahren der Abfangung von Giérungsacet- 
aldehyd durch zugefiigte Aldehyde vorliegt; somit war an eine ver- 
mehrte Bildung von Girungsglycerin zu denken in Analogie zur ge- 
steigerten Entstehung dieses dreiwertigen Alkohols unter den Be- 
dingungen der tibrigen Abfangverfahren. Diese Voraussetzung trifft, 
wie meine Ergebnisse lehren, in der Tat zu; denn ich konnte Zunahme 
des Glyceringehalts bei Verminderung des Alkoholertrags nachweisen. 


Ausziige aus den Protokollen. 
1. Versuch mit Rohrzucker und 15 Proz. Acetaldehyd*). 


100g Rohrzucker wurden in 1000 ccm Leitungswasser von 35° 
gelést und mit 50 g untergiriger Bierhefe (Schultheiss) versetzt. Nach- 
dem kraftige Garung eingetreten war, wurden 150 ccm einer 10proz. 
Acetaldehydlésung so langsam aus einem Tropftrichter hinzugefiigt, 
daB die CO,-Entwicklung nicht unterbrochen wurde. Unter dfterem 
Umschiitteln bewahrte ich das Gemenge bei Zimmertemperatur (20 
bis 25°) auf. 

Die Aufarbeitung erfolgte nach 5 Tagen. Es ergab sich, daB das 
filtrierte Girgut in der Kalte Fehlingsche Lésung reduzierte infolge 
der Anwesenheit des reichlich gebildeten Acetyl-methyl-carbinols; im 
Kontrollversuch (2) war keine reduzierende Substanz vorhanden. 

Das Gesamtvolumen des Garguts betrug 1285 ccm; hiervon wurden 
nach Filtration 500 ccm zur Alkohol- und gleichviel zur Glycerin- 
bestimmung benutzt. 


a) Alkoholbestimmung. 

Die Lésung wurde zuerst mit Wasserdampf destilliert, bis, ein 
doppeltes Volumen Fliissigkeit iibergetrieben war, und das Destillat 
hierauf wihrend 2 Stunden auf dem Wasserbade am sicher wirkenden 
RiickfluBkihler mit einem UberschuB8 von essigsaurem p-Nitrophenyl- 
hydrazin gekocht, wobei sich das Osazon des mitverfliichtigten Acetoins 
in schénen roten Nadeln abschied. Nach Abkithlmg wurde filtriert 
und quantitativ ausgewaschen; dann wurden von der Fliissigkeit zwei 
Dritte! abdestilliert. Diese Fraktionierung wiederholte ich mehrere 
Male, zunichst nachdem das Gemenge alkalisch gemacht worden war, 
um die Essigsiure zuriickzuhalten, spiter nach Hinzufiigung eines 
Uberschusses von Schwefelsiure zwecks Bindung iibergegangenen 
p-Nitrophenylhydrazins. Bei der letzten Destillation wurde auBerdem 
eine kleine Menge Zinkstaub hinzugegeben, der Nitrokérper entfernt. 

1) Die Prozentzahlen fiir Acetaldehyd bedeuten das Verhaltnis zur 
Menge des angewendeten Zuckers. 
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Der Alkohol wurde im Enddestillat pyknometrisch ermitte|t. 
Es wurden auf diese Weise 17,48 g Alkohol gefunden, also im Gesamt. 


1285 
volumen -17,48 g = 44,92 g. 
500 


b) Glycerinbestimmung. 

Diese Bestimmung wurde nach der von Neuberg und Reinfurth') 
angegebenen Methode ausgefiihrt. Die im Faust-Heimschen Apparat 
bei 35° zum Sirup eingeengte Fliissigkeit wurde mit 96 proz. Alkoho! 
extrahiert und der Alkohol im Vakuum abdestilliert. Der Riickstand 
wurde jetzt in absolutem Alkohol aufgenommen und nach Filtrierung 
wiederum im Vakuum zu dickem Sirup eingeengt, welcher jetzt klar 
in wasserfreiem Alkohol léslich war. Nach allmihlichem Zusatz des 
gleichen Volumens absoluten Athers schieden sich abermals Ver- 
unreinigungen aus, die aufs neue abfiltriert wurden. SchlieBlich wurde 
das Alkohol-Ather-Gemisch im Vakuum vertrieben und die hinter- 
bliebene Substanz in Wasser gelést. Durch wiederholtes Abdampfen 
auf dem Wasserbad, wobei man jedesmal eine kleine Menge Wasser 
hinzugab, wurden auch die letzten Spuren Alkohols verjagt. 

Im schlieBlich wieder mit Wasser aufgenommenen Riickstand wurde 
der Glyceringehalt nach dem Jodidverfahren in dem von Zeisel-Stritar 
beschriebenen Apparat festgestellt. 

Die so gefundene Menge Glycerin betrug 1,87 g; das gesamte 


85 
Gargut enthielt infolgedessen aes - 1,87 g = 4,80 g Glycerin. 


AuBerdem wurde die Glycerin enthaltende Lésung nach der 
Lemoigneschen®) Methode, welche von Kluyver, Donker und Visser 
*t Hooft (\. c.) fir Garungsfliissigkeiten modifiziert worden ist, auf die 
Anwesenheit von 2, 3-Butylenglykol gepriift. Das eventuell vorhandene 
2, 3-Butylenglykol wird dabei oxydiert und als Nickel-dimethylglyoxim 
charakterisiert. Der Versuch ergab, daB diese Verbindung tatsachlich 
vorhanden war, jedoch nur in einer so minimalen Menge, daB sie das 
Resultat der Glycerinbestimmung nicht beeinflussen kénnte. (Da 
auch in allen tbrigen Versuchen nicht mehr als Spuren von Butylen- 
glykol nachweisbar waren, so brauchte bei den Glycerinbestimmungen 
hierauf keine Riicksicht genommen zu werden.) 


2. Versuch. Kontrolle zu 1. 

Mit 50g Schultheiss-Hefe wurde eine Lésung von 100g Robhr- 
zucker in 1150 ccm Leitungswasser von 35° in Girung gebracht und 
bei Zimmertemperatur aufbewahrt. Nach 5 Tagen wurde das Girgut 

1) C. Neuberg und E. Reinfurth, diese Zeitschr. 92, 253, 261, 1918. 


2) M. Lemoigne, Ann. de I’Inst. Pasteur 27, 856, 1913; C. r. 170, 131, 
1920. 
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aufgearbeitet, nachdem mittels Fehling scher Lésung festgestellt war, 
daB die Fliissigkeit keinen Zucker mehr enthielt. Wie bei Versuch 1 
wurde in aliquoten Teilen der Alkohol- und Glyceringehalt bestimmt. 


a) Alkoholbestimmung. 


Die Untersuchung geschah durch Wasserdampfdestillation, Frak- 
tionierung des Destillats und pyknometrische Bestimmung. Selbst- 
verstandlich fie] hier die Behandlung mit p-Nitrophenylhydrazin weg. 
Die totale Menge Alkohol auf 100g Zucker betrug 54,79 g. 


b) Glycerinbestimmung. 
Ausfiihrung wie bei Versuch 1. Die totale Menge Glycerin auf 
100 g Zucker betrug 1,74 g. 


3. Versuch mit Rohrzucker und 15 Proz. Acetaldehyd. 


Zu einer Lésung von 100 g Rohrzucker in 1000 ccm Leitungswasser 
wurden 100g Bierhefe (Schultheiss) eingetragen und, nachdem die 
Angarung eingetreten war, 150 ccm 10proz. Acetaldehydlésung langsam 
hinzugegeben. Das Gemenge wurde bei Zimmertemperatur belassen. 
Aufarbeitung nach 4 Tagen wie bei Versuch 1. Es wurde festgestellt, 
daB mit alkalischer Kupferlésung in der Kalte Reduktion eintrat, 
waihrend der Kontrollversuch 4 auswies, daB der gesamte Zucker 
vergoren war. 

a) Alkoholbestimmung. 

Totale Menge Alkohol auf 100 g Zucker: 51,17 g. 


b) Glycerinbestimmung. 


Totale Menge Glycerin auf 100g Zucker: 655g. Die Reaktion 
auf 2, 3-Butylenglykol war, wie bei Versuch 1, auBerst schwach. 


4. Versuch. Kontrolle zu 3. 


100g Bierhefe (Schultheiss) wurden aufgeschwemmt in einer 
Lésung von 100g Rohrzucker in 1150ccm Leitungswasser und bei 
Zimmertemperatur gleichzeitig mit Ansatz 3 aufbewrhrt. Verarbeitung 
nach 4 Tagen wie bei Versuch 2, nachdem mittels Fehlingscher Lésung 
festgestellt war, daB kein. Zucker mehr vorhanden war. 


a) Alkoholbestimmung. 
Gesamtmenge Alkohol auf 100g Zucker: 57,10 ¢. 


b) Glycerinbestimmung. 
Totale Menge Glycerin auf 100g Zucker: 2,34 g. 
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5. Versuch. Wiederholung von 1. 


Lésung von 100g Rohrzucker in 1000 ccm Leitungswasser, 50 » 
Bierhefe (Schultheiss); nach erfolgter Angirung 150ccm 10proz 
Acetaldehydléisung. Die Fliissigkeit bleibt bei Zimmertemperatur 
stehen und wurde am folgenden Tage in den Brutschrank bei 28° gebracht. 
Nach 2 Tagen wurde konstatiert, daB mit Fehlingscher Lésung in de: 
Kalte Reduktion erfolgte, wihrend aus Kontrollversuch 6 hervorging, 
daB der gesamte Zucker verschwunden war. Aufarbeitung wie bei 
Versuch 1. 

a) Alkoholbestimmung. 


Totale Menge Alkohol auf 100 g Zucker: 49,92 g. 


b) Glycerinbestimmung. 
Totale Menge Glycerin auf 100 g Zucker: 6,00 g. Die Reaktion auf 
2, 3-Butylenglykol fiel negativ aus. 


6. Versuch. Kontrolle zu 5. 


100g Bierhefe (Schultheiss) wurden aufgeschwemmt in einer 
Lésung von 100g Rohrzucker in 1150ccm Leitungswasser und bei 
Zimmertemperatur gehalten. Am niachsten Tage wurde das Girgut 
in einen Brutschrank von 28° gestellt. Aufarbeitung nach 2 Tagen, 
wie bei Versuch 2; mittels alkalischer Kupferlésung war die Ab- 
wesenheit von Zucker nachgewiesen. 


a) Alkoholbestimmung. 
Totale Menge Alkohol auf 100g Zucker: 58,00 g. 


b) Glycerinbestimmung. 


Totale Menge Glycerin auf 100g Zucker: 2,71 g. 


7. Versuch. Wiederholung von 3. 


In eine Lésung von 100 g Rohrzucker in 1000 ccm Leitungswasser 
wurden 100g Bierhefe (Schultheiss) eingetragen und nach erfolgter 
Angiirung 150 ccm 10proz. Acetaldehydlésung hinzugegeben. Das 
zuerst bei Zimmertemperatur belassene Gemenge wurde am nachsten 
Tage bei 28° untergebracht. Nach 2 Tagen wurde festgestellt, daB 
mit Fehling scher Lésung in der Kilte Reduktion eintrat, waihrend aus 
Kontrollversuch 8 hervorging, daB die Girung zu Ende war. Auf- 
arbeitung wie bei Versuch 1. 


a) Alkoholbestimmung. 
Totale Menge Alkohol auf 100g Zucker: 48,4 g. 
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b) Glycerinbestimmung. 
Totale Menge Glycerin auf 100g Zucker: 5,35 g. Die Reaktion 
auf 2, 3-Butylenglykol war positiv, starker als bei den Versuchen 1 
und 3, aber verhaltnismaBig sehr schwach. 


8. Versuch. Kontrolle zu 7. 
100g Bierhefe (Schultheiss) wurden aufgeschwemmt in einer 
Lisung von 100g Rohrzucker in 1150 cem Leitungswasser und zuerst 
bei Zimmertemperatur, am niichsten Tage bei 28° aufbewahrt. Auf- 
arbeitung nach 2 Tagen, wie bei Versuch 2, nachdem die Probe mit 
Fehlingscher Lésung die Abwesenheit von Zucker angezeigt hatte. 


a) Alkoholbestimmung. 


Totale Menge Alkohol auf 100g Zucker: 58,40 g. 


b) Glycerinbestimmung. 


Gesamte Menge Glycerin auf 100g Zucker: 2,63 g. 


Anhangsweise teile ich mit, daB bei der Acetoinbildung Paraldehyd 
den monomolekularen Acetaldehyd nicht vertreten kann. Fiigt man 
Paraldehyd zu einer durch Unter- oder Oberhefe in Garung versetzten 
Zuckerlésung, so tritt kein Acetyl-methyl-carbinol auf, das mit ge- 
wohnlichem Acetaldehyd so leicht entsteht. In diesem Verhalten 
finde ich eine Analogie zu der friiheren Beobachtung von C. Neuberg 
und FF. Nord), daB der trimolekulare Thioacetaldehyd, im Gegensatz 
zum monomolekularen, von garender Hefe nicht angegriffen, d.h. nicht 
zum Mercaptan phytochemisch reduziert wird. 


1) C. Neuberg und F.F. Nord, diese Zeitschr. 67, 50, 1914. 


— 











Neue Versuche iiber die Carboligase. 
Von 
Martin Behrens und Nikolai Nikolajewitsch Iwanoff. 
(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biochemie in Berlin-Dahlem.) 


(Eingegangen am 17. Januar 1926.) 


Die auffallende Fahigkeit bestimmter Aldehyde, nach Zufiigung 
zu giarenden Zuckerlésungen mit dem bei der alkoholischen Zucker- 
spaltung als Zwischenprodukt gebildeten Acetaldehyd zusammen- 
zutreten, ist bisher festgestellt am Benzaldehyd'), o-Chlorbenzaldehyd?), 


Anisaldehyd?) sowie am Acetaldehyd*) selbst. In allen Fiillen ent- 
stehen durch Kernsynthese Acyloine. FormelgemaB sind diese 
Ketonalkohole zusammengefiigt aus Acetaldehyd und dem fertig 
zugesetzten Aldehyd (Benzaldehyd bzw. seinen Substitutionspro- 
dukten oder Acetaldehyd): 


CH,.COH + HOC.R=CH,.CO.CHOH.R. 


Wie ersichtlich ist, kann auch vorhandener Acetaldehyd 
selber zur Abfangung von Girungsacetaldehyd dienen, wobei 
als niedrigstes Acyloin das Acetoin (= Acetyl-methyl-carbinol) ge- 
bildet wird. 


Mehrfach ist darauf hingewiesen worden, daB in dieser carbo- 
ligatisshen Synthese eine durchsichtige und einfache Verwendung des 
Zuckerspaltungsproduktes Acetaldehyd fiir Zwecke des Wiederaufbaus 
zutage tritt. 


1) C. Neuberg und I. Hirsch, diese Zeitschr. 115, 282, 1921. 
2) C. Neuberg und L. Liebermann, ebendaselbst 121, 311, 1921. 
%) C. Neuberg und E. Reinfurth, ebendaselbst 148, 553, 1923. 
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Nach den bisher vorliegenden Untersuchungen geben die ein- 
fachsten Vertreter der Aldehyde aus der aliphatischen und aromati- 
schen Reihe, eben der Acetaldehyd und der Benzaldehyd, die 
besten Ergebnisse bei dieser enzymatischen Kohlenstoffketten- 
verkniipfung. 

Um iiber die Eignung anderer Aldehyde Erfahrungen zu 
sammeln, haben wir Versuche mit zwei Toluylaldehyden, mit 
p- und o-Toluylaldehyd, angestellt. Dabei hat sich gezeigt, dab 
diese beiden aromatischen Aldehyde zur carboligatischen Verwendung 
befahigt sind. Jedoch ist die Ausbeute an carboligatischem Er- 
zeugnis nur miBig, genau wie bei den erwahnten anderen Abkémm- 
lingen des Benzaldehyds. 


Wenn man die genannten beiden Toluylaldehyde zu: einer mit 
Hefe in Garung versetzten Zuckerlésung fiigt, so macht sich weitgehend 
die phytochemische Reduktion geltend, welche die zugehérigen Toluy!- 
alkohole liefert. Daneben erfolgt die Acyloinsynthese, und allem An- 
schein nach wird durch weitere phytochemische Reduktion des Keton- 
alkohols auch das zugehérige Glykol gebildet. 


Im einzelnen gestalteten sich die Verhialtnisse folgencermaBen: 


100 g Rohrzucker wurden in 2500 ccm Leitungswasser geliést und 
mit 100g wuntergiriger Hefe (von Schultheiss) versetzt.; Nach 
erfolgter Angirung wurden bei Zimmertemperatur im Verlauf einer 
Stunde 5ccm p-Toluylaldehyd, gelést in 25cem Alkohol, sehr all- 
miahlich hinzugefiigt. Da nach Ablauf von 24 Stunden der Geruch 
nach p-Toluylaldehyd schwach geworden war, so wurden von neuem 
50g Zucker sowie 100g Hefe nebst weiteren 5ccm Toluylaldehyd 
(letzterer in alkoholischer Lésung) hinzugegeben. Zur Vervollstandigung 
der Umsetzung wurden am nichsten Tage weitere 300g Unterhefe 
nachgefiillt. Das Gemisch, das dann in einen Brutschrank iibergefiihrt 
wurde, befand sich in langsamer Garung und wurde nach insgesamt 
5 Tagen aufgearbeitet, da nunmehr aller Aldehyd verschwunden war. 
Aus zwei gleichzeitig und tibereinstimmend vorgenommenen Ansatzen 
wurden zusammen 6560ccm Filtrat erhalten, von denen 4850 ccm 
zur Weiterverarbeitung dienten. Die Fliissigkeit wurde dreimal mit 
der gleichen Menge Ather ausyeschiittelt. Das Lésungsmittel wurde 
alsdann bis auf 200 ccm verdampft und diese wurden 24 Stunden lang 
iiber gegliihtem Glaubersalz getrocknet. Nach Filtration und Aus- 
waschung des Natriumsulfats mit absolutem Ather betrug das Gesamt- 
volumen 300 ccm. Diese atherische Lésung wurde zwecks Entfernung 
saurer Bestandteile mit 100 ccm gesittigter Sodalésung durchgeschiittelt, 
die restierende Atherlésung wurde darauf mit 100 ccm Wasser aus- 
geschiittelt und dann iiber gegliihtem Na,SO, getrocknet. Nach Ver- 
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dampfen des Athers wurde das Residuum in vacuo destilliert. Erhalten 
wurden unter 15mm Druck folgende Fraktionen: 


I. Bei 111 bis 123° 6,0 g (kristallisiert im Ansatzrohr), 
Il. ,, 124 ,, 138° 1,3 g (kristallisiert im Rohr), 
Ill. ,, 139 ,, 157° 1,65 g (gelbgriin gefirbte Fliissigkeit), 
IV. ,, 158 ,, 164° 1,1 g (dickfliissigés Liquidum). 


Das Material aus Fraktion I und Il wurde auf Ton ab. 
gepreBt; es bestand im wesentlichen aus p-Toluylalkohol vom 
Schmelzpunkt 58°. 

Die in den Ton eingezogene Masse wurde dreimal mit Alkohol aus- 
gekocht, das Léisungsmittel am Birektifikator verjagt und der Riick- 
stand mit einer alkoholisch-essigsauren Lésung von 3 g p-Nitro-pheny]- 
hydrazin 24% Stunden im Wasserbad gekocht. Das entstandene Osazon 
wurde abgenutscht und mit siedendem Alkohol ausgekocht. Die Aus- 
beute an Substanz, die bei 282° schmolz, betrug 0,15 g. 

Von Fraktion II] wurden 0,5 ccm in 1,0 ccm absolutem Alkoho! 
gelést. Im engkalibrigen l1-dem-Rohr war die Drehung = — 6,8°. Das 
starke Rotationsvermégen, verbunden mit groBer Reduktionskraft 
gegeniiber Fehlingscher Mischung, zeigten an, daB in dieser Fraktion 
die Hauptmenge des Acyloins enthalten war. Das gesamte Quantum 
wurde daher mit 5g p-Nitro-phenylhydrazin in iiblicher Weise be- 
handelt. Erhalten wurden 0,23g des p-Nitro-phenylosazons vom 
Schmelzpunkt 285 bis 286°. 

Die beiden Osazonfraktionen wurden vereinigt und auf folgende 
Art umkristallisiert. Nach Auflésung in méglichst wenig heibem Nitro- 
benzol wurde durch ein kleines Filter gegossen und noch in der Wairme 
Eisessig hinzugegeben. Es schieden sich rote Kristalle (Nidelchen) 
ab, die bei 282° schmolzen. 

Nach der Analyse liegt das p-Nitro-phenylosazon des p-Toluyl- 
acetyl-carbinols vor. 

2,558 mg Substanz: 0,445 ccm N (14° und 725 mm). 


Cop Hop N,O,. Ber.: N = 19,45 Proz.; gef.: N = 19,52 Proz. 


Das Material der Fraktion IV reduzierte kaum; es schloB héchstens 
Spuren des Ketonalkohols ein, enthielt aber wohl das Glykol. 

In einer Reihe von anderen Ansitzen, die ahnlich, aber mit ver- 
schiedenen kleinen Variationen vorgenommen worden sind, wurden 
im wesentlichen die gleichen Resultate erhalten. Uberall verriet sich 
die Anwesenheit des gesuchten carboligatischen Produktes in den ent- 
sprechenden Fraktionen durch typisches Reduktionsvermégen gegen- 
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iiber alkalischer Kupferlésung, durch starke Linksdrehung und durch 
die Fahigkeit zur Osazonbildung. 

In einem Versuch mit 9,5 ccm p-Toluylaldehyd wurden im ganzen 
0,9 g der Osazonverbindung erhalten. 

Ebenso deutlich positiv verlief die Reaktion mit 0-Toluylaldehud ; 
auch hier konnte durch wiederholtes Zusammenbringen mit Hefe und 
Zucker sowohl] das vergiirbare Kohlenhydrat als der zugefiigte o-Toluyl- 
aldehyd vollkommen umgesetzt werden. Bei Inangriffnahme von 
10g o-Toluylaldehyd und im ibrigen gleicher Aufarbeitung wurden 
0,8 g p-Nitrophenyl-osazon vom Schmelzpunkt 299° gewonnen. Das- 
selbe war in siedendem Alkohol unléslich, konnte aber aus heibem 
Nitrobenzol + Eisessig umkristallisiert werden. Im Verein mit den 
iibrigen Eigenschaften der atherléslichen Reaktionsprodukte bezeugt 
auch hier die Isolierung des p-Nitro-phenylosazons den Eintritt der 
carboligatischen Synthese. 








Acetaldehyd als Zwischenprodukt bei der Keimung 
fetthaltiger Samen. 


Von 
Karl Pirschle. 
(Aus dem pflanzenphysiologischen Institut der Universitit Wien.) 


(Eingegangen am 18. Januar 1926.) 


In einer friiheren Mitteilung (1) konnte gezeigt werden, daB bei 
der Pflanzenatmung ganz allgemein, sowohl unter anaeroben wie auch 
aeroben Bedingungen, Acetaldehyd als Zwischenprodukt auftritt. Die 
besten Resultate, d.h. die gréBten Mengen an Aldehyd, waren mit 
Keimlingsmazeraten gewonnen worden. Keimlinge oder keimende 
Samen wurden wegen ihrer groBen Atmungsintensitit seit jeher zu 
Atmungsversuchen gern verwendet, sie eignen sich in diesem Falle 
auch deshalb ganz besonders, weil beim Arbeiten mit Mazeraten das 
Abfangmittel nicht im natiirlichen Saftstrom miihsam aufgesaugt zu 
werden braucht, sondern allseitig an groBer Oberfliche angreifen und 
sich dadurch fast quantitativ auswirken kann. 

Nach der Art ihrer Reservestoffe kann man drei Gruppen von 
Samen unterscheiden : Starke-, EiweiB- und Fettsamen. Aus technischen 
Griinden waren damals nur einige Gramineen als Vertreter stirkereicher 
und einige Leguminosen als Vertreter eiweiBhaltiger Samen untersucht 
worden. DaB sich die dritte Gruppe, die auch sonst physiologisch 
hochinteressanten Fettsamen, die also im wesentlichen fette Ole (haupt- 
sichlich Glycerinester von ungesittigten Fettsaiuren, vor allem Olsiure) 
als Reservestoffe fiihren, prinzipiell gleich verhalten, mége im folgenden 
gezeigt werden. 

Methodisches. 

Es wurde ausschlieBlich mit Mazeraten von gut angekeimten Samen, also 
unter (praktisch) anaeroben Bedingungen gearbeitet. Es schien zwecklos, die 
natiirlichen Verhaltnisse zu imitieren und die Keimlinge als ganze aufsaugen 
zu lassen, die in der friiheren Arbeit gemachten Erfahrungen hatten gezeigt, 
daB sich dabei prinzipiell nichts andert, nur sind die Ausbeuten an Aldehyd 


infolge der erschwerten Aufsaugung wesentlich geringer. Und gerade bei 
Fettsamen ware es nicht nur iiberfliissig, sondern geradezu widersinnig 
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gewesen, wollte man mit abgeschnittenen Keimpflinzchen experiment ieren, 
da das Reservefett gewiB nicht als solches dem Keimling zugute kommt, 
sondern schon im Samen (nach enzymatischer Spaltung; Lipase) in leicht 
diffusionsfahige Form iiberfiihrt wird, jedenfalls in Zucker, der dann seinen 
gewohnlichen, von anderen Samen nicht abweichenden Gang nimmt. 

Ob die Fettresorption immer iiber Zucker geht, entbehrt vorderhand, 
solange man nicht iiber Mittel verfiigt, intermediar gebildeten Zucker 
,abzufangen“*, noch der experimentellen Stiitze. Doch gewinnt diese, 
zuerst von Fleury (2) ausgesprochene Hypothese immer mehr an Boden, 
besonders wenn man bedenkt, welche zentrale Rolle die Hexose bei allen 
dissimilatorischen Stoffwechselprozessen einnimmt; wozu noch kommt, 
daB der Ubergang von Fett in Zucker, der zwar kiinstlich noch nicht aus- 
gefiihrt worden ist, nach den Untersuchungen von Leclere du Sablon (3) 
und Maquenne (4) in der lebenden Pflanzenzelle glatt vonstatten geht; so 
daB Kostytschew (5) resiimierend mit Recht behaupten kann: ,,die Fett- 
veratmung ... vollzieht sich zweifellos iiber die Zwischenstufe von Zucker“. 
Fiir das Auftreten von Kohlehydraten spricht der niedrige Atmungs- 
quotient (CO,/O, kleiner als 1) bei der Keimung von Olsamen (6), der, 
was besonders charakteristisch ist, an sukzessiven Tagen steigt und schlieB- 
lich eine GréBe erreicht, wie man sie auch sonst an Pflanzen, die aus dem 
Keimstadium heraus sind, beobachten kann (7), waihrend umgekelhrt bei 
der Reifung von Olsamen der Atmungsquotient wesentlich gréBer ist als 1, 
da Kohlehydrate sich in Fette, in sauerstoffirmere Verbindungen, ver- 
wandeln. Dafiir sprechen die Untersuchungen von Sachs (8), der auch auf 
Grund von mikroskopischen Befunden das Vorhandensein von Zucker 
auBer Frage stellte, dafiir sprechen die Analysen von Liaskowski (11), 
Iwanow (9) (10) und von Leclere du Sablon (3), der in keimenden Hanfsamen 
eine Abnahme des Ols von 30 auf 14 Proz. und eine damit parallel gehende 
Zunahme der Glucose von 2,7 auf 14,1 Proz. feststellen konnte. Dafiir 
sprechen aber auch die Beobachtungen von Sachs (8) iiber das Auftreten 
von Starke bei der Keimung élhaltiger Samen. DaB die Starke, wie Sachs 
meinte (S. 178: ,,... das Fett der élhaltigen Samen wird iiberall, wo ich 
es bisher verfolgt habe, entweder ganz oder zum Teil zuerst in Starke 
iibergefiihrt ...**), das gesuchte Kohlehydrat ist, das zundchst aus dem Fett 
entsteht (S. 178: ,,... man kénnte annehmen, daB die Starke eine not- 
wendige Ubergangsmetamorphose des Ols in den Zucker sei; dem ist aber 
nicht so, denn bei manchen Keimungen geht der gréBte Teil des Ols unmittel- 
bar in Zucker iiber, waihrend nur in einer beschrankten Zellschicht Starke 
auftritt. Auch die entgegengesetzte Annahme, da® das | erst in Zucker 
iibergehe, um dann sich in Starke zu verwandeln, ist nicht zuldssig, denn 
die Starke erscheint haufig an Stellen, wo kein Zucker vorher oder gleich- 
zeitig nachzuweisen ist‘*.), ist chemisch nur denkbar, wenn man Zucker 
als Zwischenglied annimmt. Und da auch physiologisch nicht die Starke 
maBgebend ist, geht daraus hervor, da8 Starke immer nur in hydrolysiertem 
Zustande (als Glucose) verwendet werden kann, da8 Starke immer (wenn 
auch voriibergehend) Endkondensationsprodukt ist, physiologisch ge- 
sprochen: osmotisch unwirksamer Zucker. Jedenfalls ist die Starkebildung 
in Fettsamen nicht das Primare, sondern eine sekundare Erscheinung, 
aihnlich wie die von Grafe und Vouk (12) beobachtete Inulinbildung in 
Zichorienfriichten. Hier wird, entsprechend der Natur der Kompositen, 
die, soweit Untersuchungen dariiber vorliegen, keine Starke als Reservestoff 
bilden, der aus dem Reservefett gebildete Zucker zu Inulin statt Starke 
kondensiert (,,... beim Auskeimen der Samen vollzieht sich dann der 
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umgekehrte ProzeB der Umwandlung von Fett in Lavulose und dieser jn 
Inulin ...*‘), ein Vorgang, der dem normalen ganz analog ist und die inter- 
mediare Bildung von Zucker auch in solchen Fallen beweist, wo scheinbar 
sofort héhere Kohlehydrate auftreten, denn fiir den Chemismus ist es 
belanglos, ob Starke oder Inulin entsteht und ob der Zucker Dextrose oder 
Lavulose ist. Und der im Zitat erwahnte ,,umgekehrte ProzeB“, naimlich 
die von Fischer (13) beobachtete Umwandlung von Inulin in Fett im Stic! 
halbreifer Friichte von Selliera radicans, vervollstandigt noch die Analogic, 
da normalerweise an der Bildung des Reservefetts aus Starke iiber Zucker 
nicht gezweifelt werden kann. Ganz abzulehnen ist die von Muntz (14) 
postulierte Anschauung, wonach Harz sich bildet. 

Es rechtfertigt sich also wohl, wenn von Versuchen mit Keimlingen, 
die, wie Sachs (8) nachweisen konnte, niemals mehr Fett enthalten, ab. 
gesehen und nur die Reservestoffbehalter als solche, also angekeimte Samen, 
verwendet wurden. 

Abgewogene Mengen von lufttrockenen Samen wurden gut gewaschen, 
18 bis 24 Stunden in Leitungswasser eingequollen, dann auf der Nutsche 
in einem kraftigen Strom flieBenden Wassers (Leitungswasser) nochmals 
langere Zeit gut durchspiilt und hierauf in Tonschalen auf feuchtem Filtrier- 
papier zum Keimen ausgelegt. Die Keimschalen standen im Warmhaus des 
Instituts bei einer Temperatur von 15 bis 17° unter Dunkelsturz. Nach 
3 bis 5 Tagen waren die Samen so weit gekeimt, daB sie verwendet werden 
konnten. Pro Versuch wurden 20 bis 35g Keimlinge, entsprechend 10 g 
Samen verwendet. Diese abgewogenen Portionen wurden nochmals in 
flieBendem Wasser gut gewaschen, in einer Reibschale grob zerquetscht 
und in passenden GlasgefaiBen (Chininglaser) in je 200 cem 2proz. Na, SO, 
(in Leitungswasser) aufgeschwemmt. Zum Abfangen wurde ausschlieBlich 
Dinatriumsulfit verwendet, es eignet sich fiir Mazerate ganz ausgezeichnet. 
Dimedon, auch wenn man es sich selbst herstellt, ist ein ziemlich kost- 
spieliges Priparat, und die Darstellung von Calciumsulfit, obwohl nach 
den Angaben Neubergs (15) leicht und bequem ausfiihrbar, etwas zeitraubend, 
um so mehr, als man groBe Quantitéten (pro Versuch 10 bis 20 g) braucht, 
also eine einmal hergestellte Menge nicht lange vorhalt. Was die chemisch- 
physiologische Verwendbarkeit betrifft, so mégen nachstehende, mit Weizen 
ausgefiihrte Versuche zeigen, da8 Natriumsulfit keine Nachteile hat. 


Dimedon ..... . . 18,11 (mg Acetaldehyd, berechnet aus 
15,09 der Joddifferenz beim Titrieren 
fiir 100g Frischgewicht) 
Natriumsulfit . . . . . 19,23 
16,65 


Calciumsulfit. . . . . . 16,81 
13,51 


Die etwas niedrigeren Werte fiir Dimedon besagen nicht, daB Dimedon 
schlechter abfangt, sondern sind damit zu erkliren, daB — vgl. das folgende 
— die zerriebenen Samen nicht mehr mit Soda, sondern mit Wasser extra- 
hiert wurden, worin sich Acetaldomedon schlechter lést als in alkalischer 
Fliissigkeit, also die Verluste auf die Aufarbeitung zuriickzufiihren sind. 
Am schlechtesten wirkt unter den angebenen Bedingungen Calciumsulfit, 
womit aber generell iiber die Verwendbarkeit der verschiedenen Abfang- 
mittel nichts ausgesagt werden soll. 
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Die GefaBe kamen auf 15 bis 20 Stunden in einen Thermostaten bei 
30 bis 33°. Kiirzere Versuche (5 bis 7 Stunden) hatten geniigt, sie ergaben 
zwar kleinere, aber greifbare Werte an Aldehyd. Nur aus technischen 
Griinden, da die Aufarbeitung (Destillation) viel Zeit braucht, muBten die 
Versuche iiber Nacht aufgestellt werden. Trotz dieser langeren Versuchs- 
dauer trat niemals eine nennenswerte bakterielle Infektion ein, wovon 
man sich durch mikroskopische Kontrolle am Schlu8 leicht iiberzeugen 
kann. Absolut steril waren die GefaBe nicht und konnten es auch nicht sein, 
trotz 6fteren Waschens des Versuchsmaterials und saubersten Arbeitens. 
Bedenkt man aber die Schwierigkeiten, die sich einer absolut sterilen Anzucht 
von Keimlingen entgegenstellen, und iiberblickt man die komplizierten 
Apparaturen, die gleichwohl einer scharfen Kritik nicht standhielten 
(vgl. 16), so erscheint es unméglich, derartige Versuche infektionsfrei auf- 
zustellen, wollte man sich nicht die Methode unniitz komplizieren. Auch 
Waschen der Samen mit Sublimat, Verwendung sterilisierten Wassers 
usw. gewiahrleisten, wie Neuberg und Gottschalk (17) beschreiben, keine 
vollkommene Keimfreiheit der Versuche. 


Nach Beendigung des Versuchs wurde die Fliissigkeit grob abfiltriert, 
die zuriickbleibenden Pflanzenreste in 200 bis 300ccm Wasser auf- 
geschwemmt, kurze Zeit stehengelassen, durch Glaswolle oder feinporige 
Nutsche (ohne Filtrierpapier) filtriert und das Filtrat mit der Versuchs- 
flissigkeit vereinigt. Diese vereinigten Fliissigkeitsanteile wurden, wie 
friiher angegeben, nach Zusatz von 5g festem, gepulvertem Calcium- 
carbonat destilliert. Entsprechend den gréBeren Aldehydmengen wurde 
nicht eine n/100, sondern eine n/10 Bisulfitlésung (NaHSO,) vorgelegt, 
die mit n/10 Jod zuriicktitriert wurde. 


Am Wesentlichen der friiher (1) beschriebenen Aufarbeitung hat sich 
also, wie man sieht, nichts geaindert, da sie sich nach wie vor gut bewahrte. 
Besondere Beachtung mu8te nur wieder dem Umstand geschenkt werden, 
daB die Pflanzenextrakte beim Destillieren stark schiumen. Das wire an 
und fiir sich belanglos, doch diirfen keine Anteile mit iibergehen, da sonst 
das Bisulfit verdorben wird. Besonders starker alkalische Lésungen sind 
recht unangenehm zu behandeln; das fallt damit weg, daB Sulfitversuche 
ein Extrahieren mit Soda iiberfliissig machen, kurzes Digerieren (4, Stunde) 
der fein zerriebenen Keimlinge mit kaltem Wasser geniigt, da die Aldehyd- 
Sulfitverbindung im Gegensatz zur Aldehyd-Dimedonverbindung in Wasser 
leicht léslich iss. Damit ist aber das Schaumen noch nicht behoben. Radikale 
Eiwei®-(Lipoid-)fallungen mit BaCl,, Tannin, HgCl,, CuSO, usw. sind, wie 
friiher auseinandergesetzt wurjle, nicht anwendbar, da sie adsorptiv Aldehyd- 
kondensationsprodukte mitreiBen. Sehr klare Lésungen bekommt man mit 
dem von Neuberg (18) empfohlenen Eisenhydroxyd (Ferrum hydrooxydatum 
dialysatum) in alkalischer Lésung. Calciumcarbonat ist zu schwach, setzt 
sich iibrigens zu basischem Eisencarbonat um, das brockig ausfalJ/t; man 
muB8 stairker, mit Lauge, alkalisieren, was aber nétig macht, vor der Destil- 
lation, die nur in schwach alkalischem Medium (CaCO,) gute Werte gibt, 
zu neutralisieren ; und dieses Neutralisieren ist ohne enorme Schaumbildung 
unméglich. Recht brauchbare Fallungen wurden durch Zusatz von ge- 
siittigtem Kalkwasser und vorsichtiges Zutropfen von Schwefelsaéure erzielt: 
der feinkristallinisch ausfallende Gips wirkt klirend, ohne da8 man eine 
kolloidale Adsorption zu befiirchten braucht. Die Schwefelséure zerlegt 
aber auch das Sulfit, und das geléste, beim Destillieren iibergehende SO, 
ist fiir die Titration nicht gleichgiiltig. Von diesen Versuchen wurde die 
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Gewohnheit beibehalten, vor dem Destillieren mit Gipspulver (feinst ge. 
mahlener Alabastergips) zu schiitteln, womit also derselbe klarencde 
Niederschlag erreicht wird, den Neuberg und Reinfurth (19) durch Falling 
iiberschiissigen Sulfits mit CaCl, erzielen. Das ersetzt zwar nicht den in 
der Fliissigkeit erzeugten Niederschlag, ist auch nicht durchaus nétig (Fett 
samen schiumen relativ wenig), beférdert aber das Absetzen der kleinen 
Partikelchen (Zellfragmente usw.), von denen die halbwegs klare iiber- 
stehende Fliissigkeit in den Destillationskolben abgegossen, mit Kalk ver- 
setzt und destilliert wird. 


Versuchsergebnisse. 


Um iberfliissige Zahlen zu vermeiden, sind im folgenden nur 
angegeben: Erste Kolonne: Joddifferenz bei der Riicktitration der 
Vorlage in Kubikzentimetern n/10 Jod (korr.); zweite Kolonne: Ausfal! 
der Piperidin-Nitroprussidnatriumreaktion (durchwegs tief violette 
Farbung); dritte Kolonne: Milligramm <Acetaldehyd, berechnet fiir 
100g Keimlingsfrischgewicht ; vierte Kolonne: Milligramm Acetaldehyd, 
berechnet fiir 100 g Samen. 


Sonnenblume, Helianthus annuus. 14 Stunden, 32°. 


. 0,99 0 
. 8,89 x X &X 


Kontrolle a 
43,5 85,8 


Sulfit . 











Kontrolle . 


Sulfit . 


Lein, Linum usitatissimum. 
Kontrolle . 


Sulfit . 


Kontrolle . 


Sulfit . 


Kontrolle . 


Sulfit . 


Kontrolle . 


Sulfit . 


Raps (Riibsen), Brassica Rapa f. 


Kontrolle . 


Sulfit . 


Kontrolle . 


Sulfit . 


Rettig, Rhaphanus sativus. 
Kontrolle . 
Sulfit. .. 


Kontrolle . 
Sulfit. . . 


. 0,89 
- 8,70 


. 3,25 
- 6,94 
- 3,20 
- 6,94 


Hanf, Cannabis sativa. 
. 2,12 
. 3,62 
. 1,74 
. 3,25 


. 0,71 
. 5,12 
. 0,51 
- 5,02 


- 1,64 
. 4,16 
. 0,98 
. 3,72 


0 re, oe 
x- x X 42,9 85,9 
16% Stunden, 33°. 

0 sa 
“x x 33,53 
0 ie 

x xX X 32,9 
15% Stunden, 31°. 


0 


x X 33,0 


16,5 
0 i 


x x 22,2 33,2 


oleifera. 18% Stunden, 33°. 
0 oe a 

a OC. on 38,8 97,0 
0 a‘, <a 

x xX X 39,7 99,2 
19 Stunden, 30°. 


0 oma ‘én 
x xX x 27,7 55,4 
0 oni 


cu x 30,1 50,3 
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Kiirbis, Cucurbita pepo. 204% Stunden, 30°. 
Kontrolle .... . . 1,44 - 
Dee wis es 2s ED . : 22,4 74,6 


Kontrolle . .... . 1,44 - ai 
i Se ee | cx 20,9 69,9 


Damit erscheint die Bildung von Acetaldehyd, und zwar in recht 
betrachtlichen Mengen auch fiir die Fettsamen sichergestellt, und es 
bleibt nur noch zu erértern, woraus der Aldehyd sich bildet. Am nachst- 
liegendsten ist die — berechtigte — Annahme, daB er bei der Veratmung 
des Zuckers entsteht, in den, wie friiher auseinandergesetzt, das zunachst 
in Glycerin und Fettsaure gespaltene Fett tibergeht. Dieser Zucker 
wird teils als Baustoff zum Wachstum des Keimlings verwendet, zum 
weitaus gréBeren Teile aber veratmet. Und daB eine Veratmung (oder 
Vergarung) von Zucker nach dem Neubergschen Schema itiber Acet- 
aldehyd geht, ist keine Hypothese mehr, sondern experimentell fest 
begriindete Tatsache. : 

Bleibt nur die Frage iibrig, wie die Hexosebildung aus Fett erfolgt, 
genauer gesagt, wie die Zuckerbildung aus dem Gemisch von Glycerin, 
und Fettsaure vor sich geht, zu dem das urspriingliche fette Ol (Reserve- 
fett) enzymatisch, durch Lipasewirkung, hydrolysiert wird. Diese 
Spaltung des Neutralfetts geht bei der Keimung sehr rasch vor sich; 
in 3 bis 4 Tage lang gekeimten Fettsamen konnte Muntz (14) bereits 
95 bis 98 Proz. (des Atherextrakts = Gesamtfett) an freien Fettsauren 
nachweisen. Das Glycerin verschwindet rasch, so rasch, daB es sich 
niemals in nachweisbaren Mengen anhauft. Langsamer folgen die 
Fettsiuren, die aber auch nicht als solche, sondern als Zucker ver- 
arbeitet werden. Und nicht nur bei der Veratmung dieses Zuckers, sondern 
auch beim Ubergang der Fettstiuren in den Zucker diirfte der Acetaldehyd 
eine Rolle spielen, soweit man auch hier aus dem umgekehrten Vorgang, 
namlich der physiologischen Synthese von Fetten, Schliisse ziehen 
kann. Nach Neuberg und Arinstein (20) bilden Buttersiurebakterien 
Buttersiiure, Kapron-, Kapryl- und Kaprinsiure aus Zucker iiber Acet- 
aldehyd, eine sehr wichtige Feststellung, da hier zum erstenmal gezeigt 
wurde, wie leicht wenigstens gewisse Mikroorganismen — und es ist 
nicht einzusehen, warum sich die héhere Pflanze anders verhalten 
sollte — iiber die Stufe des Acetaldehyds den Sprung von der Dreier- 
reihe (in der Kohlenstoffgruppierung) der Zucker zur Vierer- oder 
Zweierreihe der natiirlichen Fettsiuren vollziehen. Haehn und Kint- 
tof (21) beobachteten ,,Verfettung“, also Fettbildung, bei Endomyces 
vernalis, wenn mit Alkohol oder Acetaldehyd gefiittert wurde; Acet- 
aldehyd wurde mit Sulfit abgefangen, die Verarbeitung des Alkohols 
iiber Acetaldehyd wird ausdriicklich betont. In beiden Fallen scheuven 

32* 











488 K. Pirschle: 


sich die Autoren nicht, dem Aldehyd die zentrale Rolle zuzuschreiben, 
da durch Aldolkondensation die Bildung der Fettsiuren auch chemisc}h 
leicht verstindlich wird. Abhnliche Erwigungen veranlassen auch 
Franzen (22), die héheren Aldehyde, wie man sie nicht selten in Blattern 
und dergleichen findet, ganz entschieden als Zwischenglieder bei der 
Fettsynthese anzusprechen. Der Gedanke der Fettsiurebildung aus 
Glucose iiber Acetaldehyd und Aldolkonsation ist von Buchner und 
Meisenheimer (23) schon klar prizisiert worden; im Gegensatz zu 
Fischer (24), der direkt von der Glucose bzw. Glycerose ableitet, aber 
in Ubereinstimmung mit Nencki (25), der auf tierphysiologischem 
Gebiet die ganz durchsichtig und klar erscheinende Reihe: Glucose — 
Milchsiure — Acetaldehyd — Aldo] — Fettsiure aufstellt. Womit die 
Frage beriihrt wird, ob nicht auch hier die Untersuchungen der Tier- 
physiologen eine fruchtbare Basis schaffen kénnten, die speziell in 
puncto Fettabbau — um von der Fettsynthese wieder auf den vor- 
liegenden Fall zuriickzukommen — schon weit vorgeschritten sind, 
wenn sie sich auch noch auf dem Gebiet von Hypothesen bewegen. 
Allerdings von Hypothesen, die auch fiir den Pflanzenphysiologen 
nichts Befremdendes haben, da es nicht schwer sein diirfte, zwischen 
Kérpern wie Essigsiure oder Acetessigsiure und Acetaldehyd Be- 
ziehungen zu finden, da auch fiir die Pflanze eine Kondensation des 
der Essigsiure isomeren Glykolaldehyds zu Zucker nicht unméglich 
erscheint und da schlieBlich eine Zuckerbildung aus Formaldehyd — 
der hier durch Reduktion von Ameisensiure entstiinde — der normale 
Vorgang bei der Kohlensiureassimilation ist (27). Es sei diesbeziiglich 
auf die zusammenfassende Darstellung von Porges (26) verwiesen, 
denn es wire miibig, derartigen Spekulationen nachzugehen, bevor 
eine experimentelle Grundlage geschaffen ist. Da®B Acetaldehyd ein 
Zwischenglied zwischen Fett und Zucker darstellt, ist ja mit vor- 
stehender Arbeit nicht erwiesen, sondern nur als wahrscheinlich dis- 
kutiert worden. 


Zusammenfassung. 


Auch aus keimenden Fettsamen konnte mit Hilfe geeigneter 
Abfangmittel (wegen der leichteren Aufarbeitung wurde nur Natrium- 
sulfit verwendet) Acetaldehyd, und zwar in relativ betrachtlichen 
Quantititen, isoliert werden. 

Zweifellos ist dieser Acetaldehyd das normale Atmungszwischen- 
produkt bei der Veratmung des zunichst aus dem Reservefett ge- 
bildeten Zuckers. Doch wird als wahrscheinlich auch die Frage diskutiert, 
ob nicht die Umwandlung des Fettes in den Zucker iiber Acetaldehyd 
geht. 
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Der Ausdruck fiir die Reaktion von wisserigen Lisungen. 
Von 
I. M. Kolthoff. 
(Aus dem pharmazeutischen Institut der Reichsuniversitat zu Utrecht.) 


(Eingegangen am 19. Januar 1926.) 


Ganz allgemein wird die Reaktion einer Fliissigkeit nach dem 
Vorschlag von Sérensen im py ausgedriickt. Verschiedene Autoren 
haben jedoch Einwinde erhoben gegen diese Ausdrucksweise und 
haben versucht, einen mehr rationellen Ausdruck zu geben. 

Die wichtigsten Einwinde, welche man gegen den Sérensenwert 
erhoben hat, sind: 

1. Bei abnehmendem pg nimmt die reelle Aciditat zu, was besonders 
fiir nicht Eingefiihrte in der Nomenklatur verwirrend wirkt. Man 
kénnte dieser Ungeschicklichkeit natiirlich vorbeugen, indem man die 
Reaktion nicht in —log[H*], sondern in + log[H*] ausdriicken 
wiirde. In dieser Weise erhailt man immer negative Werte, was fiir 
eine bequeme Schreibweise nicht angenehm ist. Ich méchte so eine 
Anderung daher nicht empfehlen, auch darum nicht, weil man sich 
an den Sérensenschen Ausdruck sehr schnell gewéhnt. 

2. Das py gibt uns gar keinen Anhalt fiir die ,,wahre Reaktion’ 
einer Lésung. Letztere wird namlich nicht nur von der Wasserstoff- 
ionenkonzentration bestimmt, sondern auch von der Konzentration 
der Hydroxylionen. Die Anderung der Reaktion von der sauren nach 
der alkalischen Seite wird vom pg nicht zum Ausdruck gebracht. Ich 
komme hierauf unten naher zuriick. 

Die Autoren, welche eine Anderung der Ausdrucksweise vorgeschlagen 
haben, wiinschen nun die Reaktion in der Weise festzulegen, daB sie 
positive Werte hat bei saurer Reaktion, negative Werte bei alkalischer 
Reaktion und Null ist beim neutralen Punkte, wo [H*] gleich [0 H7] ist. 

So hat schon Wherry') eine Reaktionsskala hergestellt, deren 
Werte von der Ionisationskonstante des Wassers abhangig sind. Ist 
letztere 10~'4, so ist bei py = Poy =7 die Reaktion gleich 0. Ist 
Pu = 6, so ist die Reaktion + 1, bei pg = 5 ist die Reaktion + 2, 
bei pgp = 8 — 1 usw. Hier hat man also auch eine logarith- 


1) E. T. Wherry, Journ. Wash. acad. Science 9, 305, 1919. 
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mische Ausdrucksweise. W.M.Clark') hat diese Festlegungsweise 
der Reaktion nicht annehmen wollen, und ich weise auf die Polemik 
zwischen den genannten Autoren hin, wobei ich mich ganz den Aus- 
fihrungen von Clark anschlieBe. 2. Derrien und G. Fontés*) haben 
ohne Kenntnis der Veréffentlichung von Wherry eine véllig analoge 
Ausdrucksweise der Reaktion vorgeschlagen. 

Rationeller ist der Vorschlag, der neuerdings von D. Giribaldo®) 
in dieser Zeitschrift gemacht worden ist. Er driickt die wirkliche, 
aktuelle Reaktion durch das Verhiltnis von [H*] und [OCH’] aus. 
Diese Relation nennt er r. 

Weil es nun niitzlich ist, sich der Logarithmen der numerischen 
Werte zu bedienen, wird die Reaktion durch log r ausgedriickt, und 
zwar ist: 


log r = log [H*] — log [OH]; 


durch Ejinfiihrung der Ionisationskonstante K,, des Wassers findet 


man dann: 


log r = 2 log [H*] — log K,,‘). 


In dieser Weise findet man, wenn K,, = 10~™ ist, bei py = 6, 
daB logr = + 2 ist (oder das Verhaltnis [H*]: [OH ™] = 100); bei 
Pu = 8 logr = — 2 usw. 

Einen groBen Nachteil dieser Ausdrucksweise finde ich darin, 
da die Reaktionsskala fiir jede Temperatur verschieden ist, weil 
Ky,0 sich andert. Nun findet man im Schrifttum fiir Ky, bei den- 
selben Temperaturen verschiedene Werte angegeben, so daB es vor- 
kommen kann, da8 der eine Autor bei derselben Temperatur eine 
andere Skala verwendet als der andere. Als anderer Nachteil gilt, daB 
man mit den Zahlen der neuen Ausdrucksweise nie mathematische 
Ableitungen machen kann. Bei physiko-chemischen Rechnungen 
muB man sie immer auf eine Ionenkonzentration zuriickfiihren. 


1) W.M. Clark, Journ. Wash. acad. Science 11, 199, 1921; Wherry 
and E.Q. Adams, ebendaselbst 11, 197, 1921. 

2) Derrien und Fontés, C. r. soc. biol. 92, 503, 1925. 

8) D. Giribaldo, diese Zeitschr. 168, 8, 1925. 

*) Bei der Ableitung der Gleichungen sind in der Mitteilung von 
Giribaldo einige Fehler eingeschlichen. Oben 8. 10 steht: 


log Ke = log to) = log [H*] —log (OH-|; 
i (OH-| . 
soll sein 
log K, = log [H*] + log [OH™}; 
und 
log r = log [H*] — log K,, 
soll sein 


log r = 2 log [H*]— log K, (oder logr = py,o — 2 py). 
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Als groBer Vorteil wird von Giribaldo (und auch von Wherry) 
angegeben, daB die Reaktion beim wahren Neutralpunkt wirklich ( 
ist, positiv wird bei saurer Reaktion, negativ bei alkalischer Reaktio:, 
Giribaldo schreibt z. B.: ,,Das ist wichtig fiir die Biologie und die anderen 
angewandten Wissenschaften“ und (oben, 8.11): ,,Bei der Method 
von Sérensen zeigt nichts an, daB eine so wichtige Anderung (von saue: 
zu alkalisch) vor sich gegangen ist: Die Variation von py ist nicht gréBer 
als in anderen Gebieten der Aciditét und Alkaleszenz“. 

Dagegen miéchte ich jedoch die Bemerkung machen, dali der Punkt 
,neutrale Reaktion“ gar keine exakte Bedeutung hat fiir die Biologie und 
angewandte Wissenschaften. Sehr oft schreibt man dem py = 7 = poy 
eine besondere Bedeutung zu, was nur fiir ganz reines Wasser richtig 
ist, weil hier die Reaktion wirklich von der Dissoziation des Wassers 
beherrscht wird. In Mischungen, welche in der Biologie usw. verwendet 
wurden, spielt diese Dissoziation des Wassers jedoch keine aktuelle 
Rolle bei der Festlegung der Reaktion. 

Will man nun, wie Giribaldo (und auch Wherry) das gemacht 
haben, zum Ausdruck bringen, daB die wahre ,,Neutralitat“ eine ganz 
besondere Bedeutung hat, so kann dies nur verwirrend wirken. 


Dies kommt z. B. schon zum Ausdruck in der Mitteilung von 
Giribaldo, der daurauf hinweist, daB normales Blut ein p, von 7,35; 
bei Coma diabet. ein py von 6,85 hat, was einer Anderung von log r 
von — 0,56 zu + 0,50 entspricht. Aber diese Anderung der Reaktion 
von der alkalischen nach der sauren Seite hat doch gar keine exakte 
Bedeutung. Es ist nur zufillig, daB dabei der ,,neutrale Punkt“ 
passiert wird. 

Im Blute und in vielen anderen biologisch wichtigen Fliissig- 
keiten iiben weder die Wasserstoffionen, noch die Hydroxylionen eine 
direkte Wirkung aus. Die Wasserstoffionen regeln doch nur das Gleich- 
gewicht in der Fliissigkeit, und die Anderung der Gleichgewichtslage, 
welche sich mit dem py, ahdert, hat nur fiir die Biologie eine wichtige 
Bedeutung. Ob bei dieser Anderung von py die Reaktion sich von 
der alkalischen nach der sauren Seite hin verschiebt oder umgekehrt, 
hat fiir die biologischen Prozesse gar keine Bedeutung. 


Dabei habe ich noch einen anderen Einwand gegen die Ausdrucks- 
weise von Giribaldo; nach ihm andert sich namlich die aktuelle Reaktion 
einer Lésung proportional dem Quadrat der Anderung der Konzentration 
von H* oder OH~. Wenn nun irgend eine Reaktion in der Weise 
von [H*] beeinfluBt wird, da® das Gleichgewicht sich proportional 
mit dieser Konzentration verschiebt, so wird dies von dem Sérensenwert 
in normaler Weise zum Ausdruck gebracht und nicht von der ,,aktuellen 
Reaktion“' nach Giribaldo. 
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Ich méchte daher ausdriicklich empfehlen, den Sérensenwert zu 
behalten und keine neue Ausdrucksweise der Reaktion einzufiihren. 

Der Sérensenwert hat doch folgende Vorteile: 

1. Das py hat eine reelle und aktuelle Bedeutung. Es gibt sofort 
einen Ausdruck von der Wasserstoffionenkonzentration, weil 
Pu = — log [H’] ist. 

Bei allen Problemen, bei denen man den EinfluB der Wasserstoff- 
ionenkonzentration untersucht, kann man den Wert von py 
mathematisch sofort verwenden. 

2. Der Ausdruck von py ist unabhingig von der Temperatur. 

3. Bei der Ausfiihrung von potentiometrischen Bestimmungen 
berechnet man sofort aus der gemessenen elektrometrischen Kraft 
das py. 

4. Die Ausdrucksweise gilt wniversell fiir alle anderen Ionen. So 
spielt z.B. in der Silbertherapie die Silberionenkonzentration eine 
groBe Rolle. Man kann letztere nun — ebenso wie man das bei Wasser- 
stoffionen macht — in pa, ausdriicken. 

Zum SchluB méchte ich nochmals nachdriicklich darauf hinweisen, 
daB dem Begriff ,neutrale Reaktion“ bei biologischen und anderen 
angewandten Fragen gat kein besonderer Wert beizulegen ist. 








Beeinflussung der Leberzellatmung durch Traubenzuckerzufubr 
zum Gesamtorganismus. 


Von 
Georg von Martos und Bodo Schneider. 
(Aus der II. medizinischen Universitaétsklinik in Berlin.) 


(Eingegangen am 19. Januar 1926.) 


Die vorliegenden Untersuchungen beschaftigten sich mit dem 
Verhalten der Atmung, und zwar der Atmung iiberlebenden Leber- 
gewebes. Unsere Versuchsanordnung geht dabei von klinischen und 
experimentellen Feststellungen aus, daB gemaB der zentralen Stellung 
des Kohlehydratumsatzes diejenigen Faktoren am ehesten den Stoff- 
haushalt im allgemeinen und die Tatigkeit der Leberzellen im besonderen 
abindern werden, die in mehr oder weniger direkter Beziehung zum 
Zuckerhaushalt stehen, und daB bei solchen Einwirkungen (z. B. Zufuhr 
von 20 bis 50 g Traubenzucker per os) lange dauernde Nachwirkungen 
auf den Blutzuckerspiegel, den Gaswechsel, den Bilirubinspiegel des 
Blutserums usw. zu beobachten seien (Arnoldi). Die Leber wirkt bei 
der Ablagerung und Mobilisierung des Zuckers, iiberhaupt bei der 
‘Regulierung des Kohlehydrathaushalts, in hervorragender Weise mit. 

Deshalb haben wir auch das Verhalten gerade dieses Organs nach 
Zuckerzufuhr untersucht. Anderungen der Lebertatigkeit werden mit 
Wahrscheinlichkeit auch von Anderungen der Leberzellenatmung 
begleitet sein, zumal ja die Zellatmung als die Voraussetzung jeglicher 
Zelltitigkeit anzusehen ist. Es war daher denkbar, daB nach Zufuhr 
kleiner Mengen von Traubenzucker in den unversehrten Gesamtorganismus 
viele Stunden spiter noch Anderungen der Atmung der iiberlebenden 
Leberzellen nachweisbar wiren. Dies trifft (vgl. unten) in der Tat zu. 

Einem Einwand wollen wir hier gleich begegnen, um nicht mib- 
verstanden zu werden. Es ist bekannt, daB die Leberzellen sehr bald 
nach der Herausnahme aus dem Organismus ibre Tatigkeit verandern. 
Sie iiberleben, wie man annimmt, nicht lange. Wir wollen daher nicht 
von Versuchen an iiberlebenden. Leberzellen sprechen, sondern von 
solchen am isolierten Organgewebe bzw. am Leberbrei. 
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Zur Feststellung der Atm ing isolierten Organgewebes stehen uns 
verschiedene Methoden zur Vertiigung. Wir benutzen die von Lipschitz 
angegebene. 


Als Versuchstiere dienen Meerschweinchen von 400 bis 600 g, und 


zwar werden zu jedem Versuch und der dazu gehérigen Kontrolle je 
zwei gleichschwere Tiere (Differenz nicht tiber 20 g) benutzt. 


Um festzustellen, ob Traubenzucker die Zellatmung beeinfluBt, 
haben wir zwei verschiedene Wege eingeschlagen: 


1. Den Meerschweinchen wird 1 ccm einer 4proz. Traubenzucker- 
l6sung intracardial eingespritzt. 


2. Zum Leberbrei eines unvorbehandelten Tieres wird 4proz. 
Traubenzuckerlésung zugesetzt. 


Die Methodik der Untersuchung ist folgende: 


Im ersten Versuch, den wir durchfiihrten, erhalt ein Meerschweinchen 
| cem einer nicht genau titrierten Traubenzuckerlésung intracardial injiziert. 
Im zweiten Versuch erhélt das Meerschweinchen 1 ccm einer 20proz., bei 
allen spiteren Versuchen jedoch leem einer 4proz. (blutisotonischen) 
Lésung von Traubenzucker. Das Tier wird dann nach verschieden langen 
Zeiten nach der Einspritzung getétet. Die Leber méglichst steril heraus- 
genommen und im ebenfalls sterilen Latapie zu Leberbrei zerkleinert. 
1 g des Breies wird abgewogen und im Reagenzglas der Versuch mit dieser 
Menge angestellt. Gleichzeitig wird ein Kontrolltier (unvorbehandelt) 
getétet und der von ihm gewonnene Leberbrei (gleiche Menge) angesetzt. 
Vorher aber wird einem weiteren Gramm Leberbrei (nicht titrierter, etwa 
10 bis 20 proz.) Traubenzuckerlésung zugesetzt und im iibrigen genau so 
behandelt wie die anderen Proben. 

Die Messung der Sauerstoffatmung wird gegen Nitro-Anthrachinon in 
der Sérensenschen Pufferreihe vorgenommen. Wir stellten uns vorher eine 
Pufferreihe in der Breite von 6 bis 8 py, in Abstaénden von je 0,2 py auf. 
Dann gaben wir in jedes Réhrchen je 5 ccm dieser Pufferreihe zu 1 g Leber- 
brei und 1 cem Nitro-Anthrachinonlésung. Es muBte zunichst festgestellt 
werden, bei weichem p, das Optimum der Sauerstoffatmung liegt. Dieses 
Optimum wurde bei p,, 7,8 festgestellt und die Versuche bei diesem Atmungs- 
optimum ausgefiihrt. Die Nitro-Anthrachinonlésung wird folgendermaBen 
zubereitet : 

lg Nitro-Anthrachinon wird mit 10 ccm Wasser versetzt und auf- 
gekocht, filtriert (um die Triibung zu beseitigen) und dann, um es steril 
zu bekommen, nochmals gekocht. Die Lésung hat zuniachst eine gelbe 
Farbe, die sich in Rot umwandelt, wenn das Nitro-Anthrachinon sich zu 
Amido-Anthrachinon infolge von O,-Abgabe reduziert. 

Nachdem sémtliche GefaBe, Latapie und Instrumente sterilisiert 
waren, werden beide Tiere gleichzeitig getétet. Die Leber wird zu Gewebe- 
brei in Latapie vermahlen und dann je 1 ccm in Réhrchen gebracht, die 
5cem Puffer enthalten. Wenn alle Réhrehen gefiillt sind, wird 1 ccm 
von der Anthrachinonlésung zugesetzt und auf | Stunde in den Thermo- 
staten gebracht, nachdem die Réhrchen griindlich durchgeschiittelt sind. 
Zur Ablesung haben wir den Walpoleschen Komparator unter Benutzung 
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einer Farbenskala benutzt. Die Farbenskala haben wir folgendermati«), 
gewonnen : 

Volistandig reduziertes Anthrachinon, also Amido-Anthrachinon, wird 
mit Wasser verdiinnt. Je nach dem p, der Verdiinnungsfliissigkeit ist «ie 
Farbe dieser Lésung eine verschiedene. Deshalb wurde eine breite Reilhe 
von zugeschmolzenen Vergleichsréhrchen fiir den Gebrauch im Komparator 
(zum Vorschalten) hergestellt, und zwar eine Reihe mit py = 5,0 bis 








Pu 


ersten durchgefihrt. 


= 0,1 mit im ganzen 20 Zwischenstufen. 
Dadurch erhielten wir eine Farbenskala zwischen Gelb und intensiy 
Rot mit sehr zahlreichen Zwischenstufen (Differenz p, = 0,1). 


Mit dieser Methodik werden die Versuche mit 
Beim ersten Versuch wird nicht eine bestimmte 


Ausnahme des 


Breimenge in die Reagenzgliser gebracht, sondern 5g des Breies in 


15cem Wasser aufgeschwemmt. 


Doch hatte sich dieses Vorgehen 


nicht bewahrt, denn es stellte sich heraus, daB nicht immer gleiche 


Mengen von Leberbrei in die verschiedenen Réhrchen 


Pipettierung gelangen. Wir konnten das um so leichter feststellen, 


durch die 


nachdem wir vorsichtshalber Réhrchen ausgesucht hatten — durch 
vorheriges Einpipettieren von 10 ccm Wasser —, die bei Einfiillung 
gleicher Volumina einen Meniskus in gleicher Héhe aufweisen. 


Im iibrigen sind die Versuche aus der hier folgenden Tabelle er- 
sichtlich. 


Oxydation von Leberbrei. 
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Es ergibt sich also, da das Lebergewebe von Tieren, die mit Trauben- 
zucker vorbehandelt waren, ein erhéhtes Oxydationsvermégen besitzt, und 
zwar atmet es etwa doppelt soviel als der Leberbrei des unvorbehandelten 
Tieres. 

Nach 24 Stunden nochmals abgelesen, hat die Gesamtfliissigkeit 
eine noch tiefere rote Farbe, d.h. der Titer hat sich natiirlich ver- 
schoben, aber das Réhrchen mit dem Leberbrei des mit Zucker vor- 
handelten Tieres hat doppelt soviel O, verbraucht als der Leberbrei 
des nicht vorbehandelten Tieres. 
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Einige Beitrige 
zur Chemie des auf dem Hiéhepunkt der Insulinwirkung 
beobachteten Blutzuckers. 


Von 


Zoltan Ernst und Julius Forster. 


(Aus der I. medizinischen Klinik der k. ungar. Pazmany-Péter-Universitat 
in Budapest.) 


(Eingegangen am 22. Januar 1926.) 


Es ist bekannt, daB bei den auf der Reduktion der Kupfersalze 
beruhenden Bestimmungsmethoden des Blutzuckers nicht nur die 
Menge der Glucose, sondern gleichzeitig auch die Gesamtmenge der 
iibrigen reduzierenden Substanzen bestimmt wird. Hierauf hat Paul 
Mayer (1) die Aufmerksamkeit gelenkt, der im Blute das Vorkommen 


der Glucuronsiure entdeckt hat. Sodann befaBte sich Feigl (2) ein- 
gehend mit diesen reduzierenden Substanzen und wies auf die Rolle 
der Harnsiure, des Kreatinins und der Aminosiuren hin. Spiter 
zeigte Stepp (3), daB auch im menschlichen Blute Glykuronsauren stets 
vorhanden sind; es gelang sogar, im Blute — besonders in dem der 
Diabetiker — aldehydartige Substanzen nachzuweisen. Die ver- 
schiedenen zur Ausfillung der EiweiBkérper dienenden Methoden 
entfernen einen Teil dieser Substanzen, doch kann die vollstandige 
Isolierung des Zuckers auf diese Art nicht erfolgen. Auf das Vorhanden- 
sein dieser reduzierenden Substanzen weist der Umstand hin, daB Blut- 
zuckerwerte, die durch Polarisation oder Girung bestimmt wurden, 
niedriger sind als die durch Reduktion gewonnenen Werte. 

Solche Untersuchungen wurden von vielen angestellt; doch wahrend 
einzelne Verfasser, wie Takahashi und Oppler (6) (7) der Meinung sind, daB 
die durch Polarisation und Reduktion gewonnenen Werte miteinander 
iibereinstimmen, lenkt Stepp (4) in seinen neueren Untersuchungen die 
Aufmerksamkeit nachdriicklich auf die nicht glucoseartigen reduzierenden 
Substanzen. Stepp (5) untersuchte das im Vakuum eingedampfte Filtrat 
des mittels Phosphorwolframsaure eiweiBfrei gemachten Blutes durch Garung, 
Polarisation und Reduktion und becbachtete dabei, daB, wahrend die 
Resultate der Polarisation und der Géarung ganz iibereinstimmend sind, 
die Reduktion zuweilen iibereinstimmende, doch oft viel héhere Werte 
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ergibt. So betragt z. B. in den drei normalen Fallen der von ihm mitgeteilten 
Tabelle II der Unterschied zwischen den einesteils durch Reduktion, 
anderenteils durch Polarisation und Géarung gewonnenen Blutzucker- 
werten 0,031, 0,073 und 0,044 Proz.; auch bei Diabetes gibt es Ahnliche 
Unterschiede. Seines Erachtens liegen die wirklichen Blutzuckerwerte um 
20 bis 30 Proz., manchmal sogar um 50 Proz. niedriger als die durch die 
Reduktionsmethode bestimmten Werte. 


Bei pathologischen Prozessen ist — besonders bei niedrigen Blut- 
zuckerwerten — im Verhiltnis der Glucose zu den nicht zuckerartigen 
reduzierenden Substanzen eine vielleicht noch gréBere Verschiebung 
zu gewirtigen. Aus diesem Grunde untersuchten wir in unserer vor- 
liegenden Arbeit das Verhaltnis zwischen der Glucose und den nicht 
zuckerartigen reduzierenden Substanzen im Blute des durch Insulin 
hypoglykimisch gemachten Organismus. Nach Verabreichung von 
Insulin kann der Blutzucker des Kaninchens auf 0,04 Proz. und auch 
niedriger sinken. Da laut Stepps (5) Untersuchungen die Menge der 
nicht zuckerartigen reduzierenden Substanzen auch 0,03 bis 0,07 Proz. 
betragen kann, konnten wir annehmen, daB der in hypoglykamischem 
Stadium durch Reduktion nachgewiesene ,,Blutzucker‘* eventuell keine 
Glucose enthalt, sondern daB er bloB aus nicht zuckerartigen ‘redu- 
zierenden Substanzen besteht. In diesem Falle kénnte man durch 
Polarisation keinen Zucker nachweisen. 


Wir fiihrten unsere Versuche an Kaninchen aus, denen nach 18stiin- 
digem Hungern pro 2 kg Kérpergewicht 6 bzw. 8 Einheiter Insulin - 


also eine sehr groBe Dosis —- subkutan injiziert wurde. Nach dem ersten 
Krampfanfall lieBen wir das Kaninchen durch die Karotis verbluten. Auf 
diese Art erhielten wir 50 bis 70 ccm Blut, das wir in einem 5 ccm 2proz. 
Ammoniumoxalatlésung enthaltenden MeBkolben auffingen und sogleich 
nach erfolgter Quantitaétsbestimmung nach Opplers (7) Methode eiweiBfrei 
machten. Wir verdiinnten das Blut etwa 15fach und vermengten es sodann 
unter standigem starken Schiitteln nach und nach mit einer Lésung der 
frisch zubereiteten 10proz. Kahlbaumschen Phosphorwolframsaure, wovon 
wir beiliufig so viel zusetzten, wie die urspriingliche Menge des Blutes 
betragen hatte. Die vollstandige EiweiSbefreiung wird daraus ersichtlich, 
daB an der Oberflache der Fliissigkeit — trotz des starken Schiitteins — nur 
einige sehr kleine Blasen herumschwimmen. Wenn die angewandte Lésung 
der Phosphorwolframsaure nicht geniigt, so kann man davon nachtraglich 
tropfenweise zusetzen. Nachdem die Fliissigkeit einige Minuten gestanden 
hatte, fiillten wir sie auf ein bekanntes Volumen auf und filtrierten sie-danach. 
Die ganze Prozedur nahmen wir im Halbdunkeln vor, um dadurch die 
Reduktion der Phosphorwolframsaure verhiiten zu k6nnen. Sodann mengten 
wir dem kristallhellen Filtrat 20ccm neutraler Bleiacetatlésung bei, 
filtrierten das entstandene Bleisalz der Phosphorwolframsaure, lieBen darauf 
durch das Filtrat H,S durchstrémen und entfernten nach dem Filtrieren 
des Bleisulfids den H,S-Uberschu8 mittels Luftdurchstrémung. Die 
solcherart gewonnene wasserhelle Fliissigkeit von etwa 500 ccm wurde bei 
niedrigem Druck unterhalb einer Temperatur von 38°C auf ein Volumen 
von 3 bis 4ccm eingedampft. Wahrend der Eindampfung wurde die Fliissigkeit 
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ein wenig triibe, weswegen wir sie — nachdem sie auf 8 bis 10 ccm auf- 
gofiillt worden war — durch ein kleines Filter filtrierten. Wir unter- 
suchten die solcherart gewonnene Fliissigkeit in einer 19,8 em langen Roéhre 
von 5mm Durchmesser mit Hilfe eines Prazisionspolarimeters dessen 
Empfindlichkeit + 0,01° betrug — und bestimmten danach die Reduktion 
nach der Bertrandschen Methode in zwei gleich groBen Teilen. 


Die bisherigen, auf die beschriebene Art vorgenommenen Unter. 
suchungen ergeben folgende Resultate. 





Glucose 


berechnet durch berechnet durch 
Polarisation Reduktion 


Proz. Proz. Proz. 


Differenz 


1 || opis 0,0187 0,0074 
2 0,0330 0.0650 0,0320 
3 0,0190 0.0276 0,0800 


Aus diesen Resultaten geht hervor, daB das Blut in dem durch das 
Insulin hervorgerufenen hypoglykdémischen Zustande — auch bei ganz 
niedrigen Blutzuckerwerten — eine durch Polarisation gut nachweisbare 
Zuckermenge enthdlt. Der Zucker betriigt 51 bis 76 Proz. sémilicher 
reduzierenden Substanzen; demnach entsteht zufolge der Verminderung 
der Zuckerkonzentration im Verhdltnis des Zuckers zu den nicht zucker- 
artigen reduzierenden Substanzen keine wesentliche Verschiebung. 
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Notiz iiber die Wirkung 
der Oxydoredukase auf Methylglyoxal. 


Von 
A. Lebedew. 
(Aus dem agrikulturchemischen Laboratorium der I. Moskauer Universitat.) 


(Eingegangen am 25. Januar 1926.) 


In meinem letzten Aufsatz, den ich an dieser Stelle') veréffentlicht 
habe, ist gesagt, da8 ich ,,vorlaiufig mit Hilfe der Oxydoredukase kein 
positives Ergebnis mit Methylglyoxal erzielt habe“. Neuerlich habe ich 
dock wahrgenommen, da8 Methylglyoxal, wenn auch etwa 30 mal schwacher 
als Glycerinaldehyd, durch Oxydoredukasein Anwesenheit von Methylenblau 
oxydiert werden kann. 


1) Diese Zeitschr. 166, 407, 1925. 


Berichtigung 


In der Mitteilung von G. EZ. Wladimiroff, diese Zeitschr. 167, 163, 
1926, muB es heiBen: Zeile 7 von unten 38,08 (statt 58,80), Zeile 1 
von unten 13,84 und 13,84 (statt 13,94 und 13,94). 
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